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On sait que Ca, en trés petite quantité, de méme que d’autres 
cations, du reste, active l’hémolyse par l’alexine (M. M. Mayer, 
A. G. Osler, O. G. Bier, H. Heidelberger [2)}). 

Dans les derniéres années, c’est surtout l’influence de lion Mg 
a cet égard, qui a retenu l’attention. Ce fait est connu depuis 
longtemps. P. Cernovodeanu et V. Henri [8] l’ont mis en évidence 
en utilisant des globules rouges non sensibilisés par un immun- 
sérum spécifique. Cependant, c’est surtout son action sur la lyse 
des hématies sensibilisées par l’anticorps correspondant que l’on 
a étudiée. 

Il suffit, pour se convaincre de l’action favorisante exercée par 
de petites quantités de Mg (1), d’utiliser, ainsi que l’ont recom- 
mandé H. A. Purdy et L. E. Walbum [7], M. M. Mayer et al. [2], 
une dose d’alexine ne provoquant qu’une dissolution partielle des 
globules sensibilisés, par exemple 25 a 80 p. 100. 


(*) Cette note concerne exclusivement le sérum frais (alexine) de 
cobaye. Quand il est fait usage d’un autre sérum, il en est fait mention 
spécialement. 

(**) Manuscrit recu le 17 mai 1954. 

(1) MM. Mayer et al. [2] l’ont observée en employant des systemes 
hémolytiques additionnés de 0,09 ug a 290 pg Mg par millilitre. 
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Cette méthode nous a montré, en outre, qu’une méme quantité 
de Mg a une influence assez variable, soit qu’on détermine son 
effet sur des alexines d’espéces différentes mises au contact dune 
méme variété globulaire (la lyse des globules de mouton par 
lalexine de cobaye est peu influencée, elle Vest trés fort au 
contraire par l’alexine de boeuf), soit qu’on l’établisse pour une 
méme alexine agissant sur des hématies différentes (influence peu 
marquée sur la lyse des globules de lapin par |’alexine de cobaye, 
influence nette au contraire sur la lyse des globules de bceuf). 

Mais si l’accroissement du pouvoir lytique des sérums frais par 
de faibles doses, soit de Ca, soit de Mg, parait indubitable, peut-on 
en déduire que ces ions sont indispensables 4 sa manifestation ? 

Certains auteurs (M. M. Mayer, A. G. Osler, O. G. Bier, 
H. Heidelberger [2]), tout en reconnaissant que la fonction de Ca 
et Mg comme facteurs indispensables n’apparait pas claire- 
ment, ont conclu néanmoins que Mg est essentiel dans l’hémo- 
lyse alexique, tandis que Ca est moins achif. Ultérieurement, 
M. M. Mayer, C. C. Craft, M. M. Gray [4] ont considéré ces deux 
ions comme des éléments essentiels du pouvoir alexique. Une opi- 
nion semblable avait déja été formulée antérieurement par 
v. Krogh [5]. W. H. Kellog et L. A. Wells [6] ont reconnu I’activa- 
tion de Vhémolyse par de faibles doses de Mg ; mais ils ne semblent 
pas préciser nettement si cet accroissement résulte d’une_ plus 
erande activité de la sensibilisatrice spécifique ou de l’alexine. 

Nous avons montré précédemment (Gengou [4] a, b. c), que 
Vaddition & Valexine de cobaye, d'une quantilé suffisante d’oxa- 
late sodique ou potassique (largement supérieure 4 celle qui rend 
le sang incoagulable) entrave complétement hémolyse des glo- 
bules sensibilisés. I] en est de méme du citrate sodique. O’est de 
ces sels que nous nous sommes servi dans les recherches exposées 
dans cette note. Nous y avons joint NaFl, en raison du réie 
attribué 4 Mg (2). 


D’autre part, certains échangeurs d’ions ont, comme on le sait, 
la réputation d’enlever d’une solution, la totalité du Ca et du Mg 
qu’elle contient. Il en est ainsi de amberlite IRC-50 (8). Nous 
avons indiqué antéricurement [4 c] comment nous avons ulilisé ce 
corps. 

Dans les recherches relatées dans cette note, nous avons traité, 
suivant la méme technique, 5 ml de sérum frais de cobaye par des 


(2) D’aprés plusieurs auteurs, d’autres sels jouissent de la méme 
propriété, notamment les composés sodiques des divers acides car- 
boxyliques. 

(3) Rohm et Haas Company. Philadelphie, U.S. A. 
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doses croissantes d’amberlite (0,01 g a 0,08 g/ml). Nous avons 
prié le Département de Microchimie de I’ Université de Bruxelles 
de titrer le Ca et le Mg contenus dans chaque échantillon ainsi 
traité, de méme que dans le sérum non traité et dans l’eau physio- 
logique préalablement soumise A ]’action de ]’amberlite. 

Nous résumons ci-aprés la technique suivie par ce Département, 
ainsi que les renseignements qu’il nous a transmis (4). 


L’eau physiologique traitée par l’amberlite, de méme que chacun 
des échantillons de sérum, traité ou non par l’amberlite, est soumise 
a la minéralisation. 

Comme il s’agit d’établir avec certitude si Mg (de méme Ca) est 
présent dans les échantillons recus, on y ajoute toujours une 
base titrable de Mg (Bug) titrant 40 ng Mg/ml, titrable par 0,190 ml 
de complexion 0,01 M (5). 

On utilise en outre une base titrable de Ca (Bea) contenant 
279 yg Ca/ml, titrable par 1,420 ml KMnO* 0,01 M et par 0,700 ml 
complexion 0,01 M. 

Dans chaque échantillon, on détermine d’abord la somme du Ca et 
du Mg, puis on titre Ca. La différence entre ces deux nombres indique 
le Mg présent. 

Toute quantité de Ca ou de Mg existant dans les solutions 4 analyser 
est ainsi titrée 4 1 ug prés/ml. 

L’analyse montre qu’& la condition de soumettre le sérum frais de 
cobaye a l’action de doses suffisantes d’amberlite (0,04 g/ml), on le 
prive de Ca et de Mg, au point que les méthodes actuelles de recherche 
n’en décélent plus. 


Or, la puissance lytique du sérum ainsi traité se montre pour 
ainsi dire égale a celle du sérum originel. 

I] parait done difficile de se convaincre que, sous réserve de 
quantités indosables échappant a l’analyse, notamment de traces 
introduites par les réactifs, ces 1ons soient indispensables a sa 
manifestation. Dans la présente note, nous n’envisagerons pas 
ce probléme ; nous comptons y revenir ultérieurement. 


* 
** 


On sait également que l’hémolyse par I’alexine peut étre 
complétement inhibée par certains cations employés en dose suffi- 
sante. La raison en sera étudiée plus loin (6). 


(4) Nous remercions vivement M'° A. Lacourt, directrice de ce Dépar- 
tement, de l’obligeance qu’elle a mise a effectuer ces analyses. 

(5) Complexion, encore appelé versénate ou éthyléne-diamine-tétra- 
acide bisodique Merck. 

(6) Quels que soient les sels utilisés (anions ou cations), nous avons 
toujours eu recours a leurs solutions isotoniques a NaCl 9 p. 1 000, 
afin d’éviter l’intervention éventuelle de l’hypertonicité. 
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Les IONS INHIBANTS (ANIONS OU CATIONS) NE PARAISSENT PAS AGIR 
SUR LES GLOBULES EUX-MfiMeEs. — Dans un milieu ot l’hémolyse fait 
défaut, par suite de l’action de ces ions, il y a en présence trois 
éléments essentiels : l’alexine, l’hématie sensibilisée et le sel 
inhibant. Il y a donc lieu de rechercher si ce dernier ne modifie 
pas le globule, de maniére a rendre sa lyse impossible. Cette 
hypothése a déja fait l’objet des investigations de divers auteurs : 
H. A. Purdy et L. E. Walbum [7], V. v. Krogh [5], semblent avoir 
laissé la question ouverte. M. M. Mayer et al. [2] font observer 
que le citrate et le pyrophosphate n’influencent pas l’hémolyse 
par le taurocholate de sodium, la saponine ou le duponol, ce qui 
exclut Jeur action sur le globule méme. W. H. Kellog et L. A. 
Wells [6] concluent dans le méme sens, en ce qui concerne Mg. 

Par contre, H. Schmidt et H. Gross [41] se basant sur les expé- 
riences de Wright et Mac Callum [42] et de Beckmann {43}, 
admettent une action déprimante de Ca sur la membrane héma- 
tique et une action inverse de lion Mg. Ils ajoutent cependant que 
l’action de Ca n’apparait pas toujours et que celle de Mg, quoique 
plus constante, ne s’observe pas avec régularité. 


Expérience J. — Aprés avoir constaté que les anions inhibants 
n’exercent aucune action sur les globules sensibilisés eux-mémes, nous 
avons recherché l’influence que peuvent exercer sur eux les cations 
employés soit & dose favorisant |’hémolyse, soit & dose inhibitrice. 
Nous nous sommes adressé 4 Vion Mg, d’action particuliérement nette 
a cet égard. Nous l’avons mis, en l’absence d’alexine, pendant 
deux heures a 37°, au contact de 0,75 ml de globules sensibilisés, 
d’une part 4a dose favorisante (0,15 ml Mg isotonique dans 12,75 ml 
NaCl 9 p. 1 000) d’autre part & dose inhibante (14,25 ml Mg isotonique). 

On prépare en méme temps un tube témoin contenant la méme 
quantité de globules en suspension dans 15 ml d’eau physiologique. 

knsuite centrifugés, les sédiments globulaires, délayés aprés trois 
lavages dans 15 ml d’eau physiologique, sont répartis, en doses iden- 
tiques, dans trois séries de tubes, ot ils sont soumis, 4 87°, A l’action 
de volumes décroissants d’alexine. 

Leur sensibilité a celle-ci s’est toujours montrée identique A celle 
des globules témoins. 


Lorsque I’hémolyse est empéchée par suite de la présence 
d’anions ou de cations inhibants, ou bien les hématies ne subissent 
done pas d’altérations susceptibles de modifier leur hémolyse, ou 
bien celles-ci sont aisément réversibles. 


LA FIXATION DE L’ALEXINE SUR LES GLOBULES NE S’OPERE PAS EN 
PRESENCE DES ANIONS INHIBANTS. — On est ainsi amené a rechercher 
si l'absence d’hémolyse résulte de l’action du sel inhibant sur 
l'alexine ou sur un de ses composants. Nous avons tout d’abord 
recherché si l’inhibition de l’hémolyse en présence de ce sel est 
due a V’absence d’absorption de l’alexine par I’hématie sensi- 
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bilisée, absorption qui précéde l’hémolyse et la conditionne, ou si 
elle résulte d’une autre cause (7). 


Expérience II]. — On détermine d’abord la quantité minimale de 
solution fluorée, oxalatée ou citratée, isotonique a NaCl 9 p. 1000, 
qui, dans un volume fixe de 1 ml, empéche totalement 1’hémolyse 
en une heure de 0,05 ml globules sensibilisés de mouton par 0,02 ml 
d’alexine de cobaye, soit pour le fluorure 0,9 ml, pour l’oxalate 0,3 ml, 
pour le citrate 0,1 ml (8). 

On prépare (tableau I) des mélanges contenant respectivement 
1,5 fois (tableau I, A) et 2 fois (tableau I, B) par millilitre la dose 
d’anions ainsi déterminée. On s’assure de leur pH (= 7 47,2). La moitié 
de chacun d’eux est mise 4 deux reprises successives, d’une heure chaque 
fois, & 37°, au contact du sédiment obtenu par centrifugation de 
0,6 ml de globules sensibilisés [tableaux I et III] (9). Le reste de 
chaque mélange est additionné d’un volume d’eau physiologique égal 
au volume du sédiment globulaire (tableaux II et IV). 

Aprés ces contacts, une partie des liquides I 4 IV est soumise pen- 
dant trente-huit heures a la dialyse, a 3-5° C, contre un volume de 
5-6 1 d’eau physiologique en mouvement continu (tableaux Ia, II a, 
III a, IV a). Le reste est conservé, 4 la méme température, non soumis 
a la dialyse (tableaux I b, II b, Ill b, IV b). 

Le tube Va indique qu’une dilution identique d’alexine, également 
soumise a la dialyse, conserve ses propriétés lytiques, tandis que le 
méme mélange (Vb) n’est pas soumis a la dialyse. Inversement, un 
mélange comportant une teneur de sel inhibant identique a celle des 
tubes I @ 4 IV b perd par la dialyse toute action inhibitrice (VI a) ; le 
mélange VI b non dialysé reste inhibant. 


(7) L’absence d’hémolyse des globules sensibilisés de mouton par 
l’alexine de cheval, par exemple, n’est pas due a l’absence d’absorp- 
tion de celle-ci par les hématies — car cette absorption a lieu — 
mais résulte d’une autre cause, encore imparfaitement connue. 
L’alexine de cheval hémolyse au contraire les globules de lapin sensi- 
bilisés par du sérum inactivé de chat-antilapin (Cushing Jr [414]) ou 
par du sérum de cobaye-antilapin (J. Bordet et O. Streng [45]). 

(8) Dans toutes les expériences relatées dans cette note, la sensibi- 
lisation des hématies de mouton est effectuée comme suit : deux 
volumes d’hématies recueillies dans la méme quantité de liquide 
d’Alsever, sont soumis a trois lavages 4 l’eau physiologique. Le sang 
étant ramené a son volume initial, on le dilue de moitié et on ajoute, 
a la suspension, 0,1 vol de sérum de lapin-antimouton inactivé, qu’on 
laisse agir trente minutes. Aprés deux lavages a4 l’eau physiologique, 
on raméne le niveau a trois volumes et on utilise la suspension 
a raison de 0,05 ml de globules par tube. 

(9) Un tube témoin contenant les mémes proportions d’alexine, 
d’eau physiologique et de globules sensibilisés est mis, en méme 
temps que les tubes en expérience, une heure a 37°. Aprés centrifu- 
gation, le liquide décanté subit pendant le méme temps le contact 
de la méme quantité de globules. Une nouvelle centrifugation livre 
un liquide incapable de lyser 0,05 ml de globules sensibilisés. 
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Prélevés aprés trente-huit heures de dialyse, ces liquides sont dis- 
tribués en doses décroissantes dans une série de tubes, dont le volume 
est toujours uniformisé 4 1 ml par de l’eau physiologique. Ils recoivent 
enfin tous 0,05 ml de globules sensibilisés. 

La lecture des résultats est faite aprés un séjour d’une heure A 37°. 
Le tableau I donne les résultats de l’expérience relative au citrate 
sodique (10). Le remplacement de 0,15 ml et 0,2 ml de la solution 
citratée dans les tubes A, B et VI par 0,45 ml et 0,6 ml de la solu- 
tion isotonique d’oxalate, donne les résultats de la méme expérience 
relative & ce corps (11). 


L’absence de lhémolyse alexique en présence d’une quantité 
suffisante d’anion inhibant semble donc due a ce que, dans ces 
conditions, l’alexine ne se fixe pas sur l’hématie sensibilisée. Cette 
constatation peut étre rapprochée du fait que les hématies ne 
paraissent pas modifiées par le sel inhibant. 


* 
kk 


On peut des lors s’efforcer de déterminer le ou les compo- 
sants (C’, C?, C*, C*) de l’alexine de cobaye, dont l’action, entravée 
par les anions inhibants, provoque l’absence d’hémolyse. 

Toutefois, nous nous sommes limité a la recherche de |’action 
de ces anions sur chacun des deux groupes de composants de 
l’alexine que sépare la méthode de Liefmann [46]. Nous nous 
sommes résolu a agir de la sorte en raison des opinions diver- 
gentes qui nous paraissent exister au sujet de la présence ou de 
V’absence de certains composants dans ces deux groupes. Pour 
T. Misawa [47], C* serait toujours présent dans le précipité, 
alors qu’on le considére habituellement comme faisant partie du 
eroupe restant en solution. Pour H. G. Whitehead, J. Gordon et 
A. Wormall [18}, C* se trouve dans les deux groupes ou dans les 
globulines seulement, suivant que le sérum qui le fournit en est 
riche ou pauvre. L. Pillemer, S. Seiffer, J. Onkey et E. J. 
Cohn {19], utilisant la méthode bien connue de Cohn, trouvent C* 
dans les divers fragments qu’elle fournit. 

Cette solution nous a aussi été dictée par les opinions diverses 
émises quant au réle joué dans l’hémolyse par chacun des 


(10) Le pouvoir hémolytique un peu plus faible du liquide Ia par 
rapport A Ila semble da & une légére absorption de l’alexine par les 
sédiments globulaires utilisés dans le tube I. 

(11) Cet essai n’a pu étre fait avec NaFl, étant donné la quantité 
élevée (0,9 ml) de la solution fluorée isotonique nécessaire a 1’inhi- 
bition totale de l’hémolyse alexique, ce qui efit obligé 4 employer, par 
millilitre, des concentrations trop élevées, pouvant entrainer 1’inter- 
vention de l’hypertonicité. 
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constituants de l’alexine, Si certains auteurs ne spécifient pas 
nettement que la présence de ces corps doit étre simultanée, 
d’autres (A. Hegedius et H. Greiner [20], J. Janson, W. Manski, 
M. Heidelberger [21], E. E. Ecker et G. Lopez [22]), estiment que 
cette condition doit étre réalisée, ce qui nous parait rendre assez 
aléatoire toute tentative de préciser le mode d’action de chacun 
deux. 


Certaines notions semblent cependant acquises : C*, par 
exemple, quoique non fixé par les hématies sensibilisées, est 
cependant nécessaire a leur hémolyse. De méme, L. Pillemer, 
S. Seiffer, E. E. Ecker [23 a, b] disent, en ce qui concerne la 
fixation des divers constituan's : « In the absence of midpiece, 
CG? and C* are not absorbed or inactived by fixation, while in 
the absence of C? and C*, C! is still absorbed by specifie 
aggregates ». 

N’ayant pas, dans les expériences qui vont suivre, distingué le 
composant C* de C!, ni C* de C?, nous proposons, pour sim- 
plifier l’exposé, d’appeler « composant G » le premier de ces 
groupes, formé de globulines, et « composant A » le second, 
formé d’albumines. D’autres recherches permettront peut-étre de 
parfaire cette distinction. 2 


FLUORURE, CITRATE SODIQUE ET OXALATE POTASSIOQUE EMPECHENT 
A DOSE CONVENABLE, LA FIXATION DU COMPOSANT G 
SUR LES HEMATIES SENSIBILISEES. 


Expérience III]. — Du sérum frais de cobaye, traité par l’amberlite, 
est refroidi & + 1°, dilué de 8 volumes d’eau bidistillée de méme 
température, et soumis A la méthode de Liefmann. On y sépare ainsi, 
comme dans le sérum normal, le composant A qui reste en solution, 
du composant G qui précipite et qu’on purifie par des lavages a l’eau 
bidistillée & + 1°. 

Ni Yun ni Vautre, ramenés en solution physiologique de pH = 7, 
ne lysent isolément les globules sensibilisés de mouton, alors que 
mélangés, ils en opérent la dissolution & 37°. 

On dispose l’expérience comme suit (voir tableau IT) 

On s’assure que les liquides du dernier lavage ne contiennent pas 
trace de composant G, ni des sels empéchants utilisés dans l’expé- 
rience. On ajoute aux globules 0,5 ml NaCl 9 p. 1000 et 0,5 ml compo- 
sant A (& 1/10). L’hémolyse des tubes 4, 7 et 10 montre que le 
composant G s'est fixé, la dose de sel inhibant étant trop faible pour 


l’empécher. Au contraire, une dose plus forte l’a entrayée (tableau II, 
tubes 5 et 8) ; d’ot pas de lyse. 


L’inhibition de l’hémolyse par les sels empéchants semble done 
pouvoir étre attribuée, sous réserve de leur action éventuelle sur 
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le composant A (voir plus loin), 4 l’obstacle qu’ils opposent @ 
la fixation du composant G sur les globules sensibilisés (12). 


Les ANIONS INHIBANTS DETACHENT DES GLOBULES SENSIBILISES 
LE COMPOSANT G PREALABLEMENT ABSORBE. 


Exptrience IV. — On distribue dans deux tubes A et B, 2 ml de 
globules sensibilisés. Au tube B (témoin), on ajoute 18 ml d’eau 
physiologique ; au tube A, 14 ml NaCl 9 p. 1000 et 4 ml de com- 
posant G. 

A et B sont maintenus dix-huit heures 4 la température ordinaire, 
puis centrifugés ; les sédiments lavés 4 trois reprises avec 10 ml 
NaCl 9 p. 1000 sont remis, chacun, en suspension dans 18 ml d’eau 
physiologique. Du tube A, on distribue 0,5 ml dans trois séries de 
tubes qu’on centrifuge. Aux sédiments de la premiére de ces trois 
séries, on ajoute des quantités décroissantes de NaFl; 4 ceux de la 
seconde, des volumes décroissants d’oxalate potassique, et A ceux de 
la troisiéme, des volumes décroissants de citrate sodique, ces trois solu- 
tions étant isotoniques 4 NaCl 9 p. 1000. Partout, le volume est uni- 
formisé 4 1 ml par addition d’eau physiologique. 

Tous les tubes sont mis une heure et demie a 37°, centrifugés et 
leurs sédiments lavés 4 trois reprises avec 5 ml d’eau physiologique. 
Chaque sédiment recoit ensuite 0,5 ml NaCl 9 p. 1000 et 0,5 ml de 
composant A. Aprés un nouveau séjour des tubes d’une heure et 
demie a 87°, on reléve les résultats suivants (tableau III) : 


TaBLEAu III. 


Tubes NaFL Résult. Oxalate K Résult. Citrate Na Résult. 
2 ong H.mlle Om 9 H.nulle Onl 3 H.nulle 
2 om 8 H.ass.fai. Onl 7 H.mlle Oml2 H.mlle 
3 Om 7 H.net. Om 5 K,mlle Omi H.mlle 
4 om6 H.tr.net. 0 ml 3 H,nulte O ml 06 H.traces 
3 Om5 H.compl. Omi 2 H, traces 0 ml 03 H.tr.fai. 
6 Oml4 H.compl, Oml15 H.tr.fai. Om o2 H.fai. 
if Om 3 H.compl. Omi H.fai. O mi 015 H.compl. 
8 Oom2 H.compl. (e) N.compl, ce) H.comple 


Des tubes témoins indiquent qu'il ne persiste pas dans les eaux 
de lavage de NaFl, d’oxalate ou de citrate, ni de composant G. 


Les globules du tube B traités de méme ne montrent évidemment. 
aucune hémolyse. 


(12) Le traitement du sérum normal de cobaye par CO, provoque 
la formation d’un composé calcique soluble qui passe dans le compo- 
sant A, alors que le composant G en est privé. Il en est de méme 
lors du traitement du sérum par HCl, H,PO,, CH, — CO,H (d’aprés 
J. Gordon, H. B. Whitehead, A. Wormall [24]). Il semble rationnel 
d’admettre qu’aucun composé semblable ne se forme quand le sérum 
a été privé au préalable de Ca et Mg par l’amberlite. 
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Dans les conditions indiquées ci-dessus, les anions inhibants, 
employés a dose isotonique, semblent done détacher des glo- 
bules sensibilisées, le composant G préalablement absorbé par 
ceux-ci (13). 


LEs ANIONS INHIBANTS S’OPPOSENT-ILS A L’ACTION DU ComPosANT A ? 
— Le pouvoir qu’ont ces sels de détacher des globules, le compo- 
sant G absorbé par eux rend assez aléatoire la recherche de leur 
influence éventuelle sur l’action du composant A. En effet, dans 
le cas oti, en leur présence, cette influence se manifesterait par 
labsence de l’hémolyse, on pourrait l’attribuer soit a cette 
influence méme, soit a |’enlévement par les anions inhibants du 
composant G préalablement absorbé par les hématies sensibilisées. 

Nous avons cependant tenté de rechercher si cette influence 
existe, en nous inspirant du raisonnement suivant : 

‘Le tableau II a indiqué la quantité minimale des anions empé- 
chants qui s’oppose complétement a la lyse par 0,5 ml de compo- 
sant A agissant sur des globules préalablement chargés de compo- 
sant G. On peut, semble-t-il, présumer que la quantité nécessaire 
en sera plus faible, si on traite, en leur présence, des globules 
prélablement chargés de composant G, par une dose nettement 
moindre de composant A, soit 0,1 ml. 


[EXPERIENCE V. — Traitons, comme précédemment, 0,9 ml de glo- 
bules sensibilisés par 16,2 ml de NaCl 9 p. 1000 additionnés de 1,8 ml 
de composant G. Aprés une heure a 37° (dix-huit heures a la tempé- 
rature ordinaire), les hématies sont lavées a trois reprises avec 10 ml 
NaCl 9 p. 1000, puis remises en suspension dans 0,9 ml du méme 
liquide. 

On prépare trois séries de tubes, chacun d’eux recevant 0,1 ml de 
composant A, auquel on ajoute des volumes croissants d’eau physio- 
logique et des quantités décroissantes respectivement de fluorure, 
d’oxalate et de citrate isotoniques, de telle sorte que, dans chaque 
série, la dose maximale d’anion corresponde 4 la dose minimale qui 
(V. tableau II), précédemment, a entravé complétement la lyse par 
0,5 ml de composant A. Le volume est porté partout 4 1 ml par addi- 
tion de NaCl 9 p. 1000; on ajoute enfin 0,05 ml de globules sensi- 
bilisés, chargés de composant G, puis lavés. 

Aprés une demi-heure 4 37°, on lit les résultats suivants (tableau IV). 


L’expérience semble montrer que, bien qu’il y soit fait usage 
d’une quantité de composant A égale au 1/5 de celle qui a été 
utilisée précédemment (tableau II), les anions inhibants ne se 
sont pas montrés plus actifs qu’en présence d’une dose plus élevée 


(13) Des recherches ultérieures permettront peut-étre de mettre en 
évidence le composant (C! ou C’) ainsi détaché des hématies sensibi- 


lisées. 
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TaBLEAu LY. 
SS SS LT 
NaFl RESULTAT OXALATE RESULTAT CITRATE RESULTAT 
0,8 ml. ./H. nulle 0,3 mi. ./H. nulle 0,4 ml. ./H. nulle 
0,7 ml. ./H. nulle 0,25 ml. ./H. ass. faible |0,05 ml. .|H. faible 
0,6 ml. .|H. ass. faible |0,2 ml. .|H. faible 0,03 ml. .|H. ass. nette 
0,5 ml. .|H. faible O;15 mally > |i metic 0,02 ml. .|H. complete 
0,% ml. .|H. compléte |0,1 ml. .|H. compléte = H. compléte 


de ce composant. On est donc tenté d’admettre que Vobstacle 
qu’ils mettent a ’hémolyse par l’alexine résulte essentiellement de 
opposition qu’ils apportent a la fixation du composant G sur les 
globules, et non de leur action sur le composant A. Toutefois, cette 
expérience ne nous parait pas autoriser de conclusion certaine ; 
il en est de méme d’une autre recherche faite dans le méme but 
et qui sera exposée plus loin. 


DE L’ACTION INHIBITRICE DE CERTAINS CATIONS ALCALINO-TERREUX 
SUR L’HEMOLYSE PAR L’ALEXINE DE CoBAYE. — Nous avons rappele 
plus haut l’action favorisante qu’exercent les sels de Mg sur 
Vhémolyse par |’alexine, et l’action moins marquée des sels de Ca. 
Mais on sait d’autre part qu’a dose plus élevée, les sels des 
métaux alcalino-terreux, s opposent a ce phénoméne (14). 

L. Poyarkoff [25] a établi que leur action favorisante croit 
jusqu’a une teneur quil appelle « concentration critique », 
au dela de laquelle cette action diminue, puis cesse. Il montre qu’il 
en est ainsi non seulement pour |’ « hémolysine », mais aussi 
pour la spermotoxine (15). 

Nous nous sommes proposé d’étudier la cause de l’inhibition 
exercée par les concentrations relativement élevées de cations 
alcalino-terreux. 

L. Poyarkoff a limité ses recherches a divers sels des cations 
suivants : Ba, Ca, Mg, Sr. Nous avons adopté la méme régle. 
Nous n’avons employé que les chlorures de ces cations. 

Confirmant les données de cet auteur, nous avons constaté que, 
dans un volume de 1 ml renfermant 0,02 ml d’alexine de cobaye 
traitée par lamberlite IRC-50, ’hémolyse de 0,05 ml de globules 


(14) On retrouve ici un exemple d’une régle assez générale, d’aprés 
laquelle un corps influence de fagon inverse un méme phénoméne, 
suivant la quantité qui en est mise en jeu. 

(15) L. Poyarkoff ne parait pas spécifier si le terme « hemolysine » 
concerne l’alexine ou la sensibilisatrice. Remarquons en outre que le 
tableau ot cet auteur indique la concentration critique des différents sels 
contient peu de renseignements relatifs & l’« hémolysine ». 
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sensibilisés fait défaut totalement, aprés une heure a 37°, si le 
mélange, de pH = 7 4a 7,2, contient : 


0,1 ml de solution de BaCl, (isotonique 4 Na Cl 9 °/,.), soit parml: 2,7 mg 
0,3 mil = CaCl, — ~ 4,141 mg 
0,45 ml _— MgCl, — — 8,575 mg 
0,05 ml — SrCl, — _ 1,04 mg 


Dans ces conditions, ces sels se comportent, apparemment du 
moins, comme les anions précédemment étudiés (16). 

Comme pour ceux-ci, l’inhibition exercée par les cations, ne 
parait pas due a leur action sur les globules eux-mémes (voir plus 
haut), mais résulte de l’absence de fixation de l’alexine de cobaye 
sur les hématies. 

Nous avons décrit plus haut la technique suivie pour rendre, 
par la dialyse, son activité originelle 4 l’alexine traitée par l’am- 
berlite et dont action a été empéchée par une quantité suffisante 
d’oxalate potassique ou de citrate sodique (V. tableau I). 

Or, reproduisant la méme expérience, on aboutit aux mémes 
résultats en soumettant a la dialyse de l’alexine traitée par l’am- 
berlite et dont l’action est empéchée par une dose suffisante 
de BaCl,, CaCl,, Mg Cl,, SrCl,. 

Comme nous l’avons fait précédemment, nous avons utilisé a 
cette fin des doses de ces sels, égales a une fois et demie et deux 
fois la quantité minimale (voir ci-dessus) de chacun d’eux néces- 
saire pour inhiber totalement l’hémolyse. 

De méme, en leur présence, le composant G de l’alexine ne se 
fixe pas sur les globules sensibilisés. 

De méme, ils détachent de ceux ci le composant G qui s’y est 
fixé en leur absence. 

Enfin, ils ne nous ont pas paru exercer d’influence sur le réle 
joué dans l’hémolyse par le composant A (17). 

Nous avons détaillé précédemment (expérience V) la technique 
suivie pour rechercher l’action éventuelle des anions inhibants sur 
le composant A séparé par la méthode de Liefmann. Elle consiste 
a soumettre a l’action de quantités décroissantes d’anions, des 
globules préalablement chargés de composant G et d’une dose de 
composant A qui s’est montrée, dans un essai préalable, en 
mesure, en l’absence d’anions inhibants, de provoquer l’hémolyse 
totale. Elle est conforme, en somme, a la conception de A. Hege- 
dius et H. Greiner {20}, pour qui le pouvoir lytique d’une alexine 


(16) D’autres recherches établiront peut-étre si cette apparence 
répond ou non & la réalité. 

(17) Il nous parait superflu de reproduire en détail les expériences 
relatives A l’action inhibante des cations, attendu qu’elles sont iden- 
tiques 4 celles qui ont été relatées précédemment, et qui ont trait 
4 l’action inhibante des anions. 
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est conditionné par le composant dont elle est le moins fournie. 

Mais cette conception n’est pas uniformément admise. 
A. M. Silverstein [26] estime, au contraire, que les divers compo- 
sants de l’alexine n’agissent pas indépendamment l’un de l'autre, 
mais opérent en conjonction mutuelle pour déterminer l’hémolyse. 


Expérience VI. — S’il en est ainsi, on peut constituer des mélanges 
de composition différente, l’un riche en composant G et pauvre en 
composant A, l’autre de composition inverse, tous deux susceptibles 
de provoquer l’hémolyse. Constituons ces mélanges, le premier de 
2 ml de composant G et de 0,75 ml de composant A, le second de 
0,1 ml de composant G et de 5 ml de composant A. Distribuons, des 
deux mélanges ainsi composés, des quantités uniformes (respectivement 
0,275 ml et 0,51 ml) dams deux séries de tubes ; ajoutons, dans les 
tubes de chacune d’elles, des volumes progressivement décroissants 
de cation inhibant ; portons partout le volume 4 1 ml par addition 
d’eau physiologique et introduisons enfin dans chacun d’eux 0,05 ml 
de globules sensibilisés. 

Aprés une heure a 37°, on peut rechercher dans les deux séries les 
tubes présentant le méme degré d’hémolyse (par centrifugation et 
comparaison de la teinte des liquides obtenus a celle que confeére 
Vhémolyse, graduée de 100 p. 100 4 0 p. 100, de la méme quantité 
de globules dans un méme volume de liquide). 


Quel que soit le cation expérimenté, c’est réguliérement la série 
la plus riche en composant G qui réclame, pour une hémolyse 
d’intensité déterminée, la plus grande quantité de cation. 

La quantité de ce dernier, nécessaire pour réduire l’hémolyse 
dans une proportion donnée, parait done dépendre de la dose de 
composant G utilisée, et non de la dose de composant A. 

Cette expérience confirme donc celle (expérience V) qui, faite 
dans le méme but, a eu pour objectif l’étude de l’influence 
éventuelle des anions sur l’activité du composant A. Elle ne nous 
semble pas, plus qu'elle, autoriser de conclusion définitive. 


CoNCLUSION. 


1° L’obstacle opposé a hémolyse alexique par des quantités 
appropriées de Nall, oxalate et citrate sodiques, parait da a ce 
que ces sels empéchent la fixation de l’alexine de cobaye sur les 
globules. 

2° Cet obstacle provient de ce qu’ils empéchent la fixation des 
constituants de l’alexine contenus dans le précipité de globulines 
déterminé dans le sérum dilué par la méthode de Liefmann. 

3° Ces sels détachent ces constituants des hématies sensibilisées, 
qui en ont été chargées au préalable. 

4° Il ne semble pas qu’ils aient une influence nette sur l’action 
des constituants de l’alexine laissés en solution avec les albumines 
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sériques par la méthode de Liefmann. Toutefois, cette conclusion 
mériterait de plus amples recherches. 

L’obstacle opposé par les anions ulilisés dans cette note a la 
fixation sur les hématies sensibilisées des globulines précipitées 
par CO, dans la méthode de Liefmann, parait pouvoir avec assez 
de raison étre invoqué en faveur de notre conception, d’aprés 
laquelle les anions inhibants forment avec l’alexine, ou certains 
de ses composants, un complexe. Entre le globule rouge et ]’anion 
inhibant s’établit une compétition, ayant pour objet de s’unir a 
Valexine, ou un de ses composants. Lorsque l’anion inhibant 
est en concentration suffisante, il s’empare du composant alexique 
ou méme le détache du globule qui l’avait primitivement fixé. 

Les résultats de la dialyse a laquelle nous avons soumis les 
mélanges d’anion inhibant et d’alexine, montrent d’autre part, que 
les complexes ainsi formés sont réversibles (18). 

5° Les chlorures de certains cations bivalents (Ba, Ca, Mg, Sr), 
employés en dose suffisante, inhibent l’hémolyse alexique par un 
mode d’action qui rappelle le précédent. Il reste toutefois a recher- 
cher si le mécanisme est le méme dans les deux cas (19). 

Je remercie M. le professeur M. Millet des facilités qu’il m’a 
données pour effectuer ces recherches. 
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ROLE DES LIPIDES DANS LA SENSIBILISATION 
DES ERYTHROCYTES 
PAR LES CONSTITUANTS DE LA TUBERCULINE (°). 


par StepHen V. BOYDEN (**) et Pierre GRABAR [***] 


(Service de Chimie Microbienne, Institut Pasteur, Paris, 
et Centre de Recherches sur la Tuberculose de l’O. M.S. 
Copenhague.) 


Depuis longtemps on a observé que les érythrocytes sont 
capables de fixer diverses substances [7] et Landsteiner [14], puis 
Guinsberg et coll. [40] ont constaté que des globules rouges (G. R.) 
peuvent fixer des constituants microbiens et devenir ainsi aggluti- 
nables par les antisérums homologues. Mais c’est surtout depuis 
le travail de Keogh, North et Warburton [42] que l’on s’est rendu 
compte de l’intérét de ce phénoméne. On l’appelle actuellement 
« hémagglutination conditionnée » [47] ou « passive » [4]. Pour 
simplifier cet exposé, nous désignerons la substance susceptible 
de sensibiliser les G. R. a l’agglutination spécifique par les anti- 
corps, par le terme de « hémosensitine » [6]. 

Au cours de ces derniéres années de nombreux auteurs ont 
appliqué ’hémagglutination passive 4 des cas trés variés (1), mais 
c’est surtout son application au cas du bacille tuberculeux, décrite 
d’abord par Middlebrook et Dubos [46], qui a donné lieu a de 
nombreuses publications. On admet généralement que dans la 
tuberculine la substance qui sensibilise les G. R. est de nature 
polyosidique ; certains travaux récents plaident en faveur de cette 
conception [9, 45]. Il est curieux de noter que malgré le grand 
nombre de travaux publiés sur l’hémagglutination passive, on ne 
posséde que peu de renseignements sur le mécanisme de cette 


(*) Manuscrit recu le 20 mai 1954. 

(**) La majeure partie de ce travail a été exécutée a l'Institut Pasteur 
en 1951-1952, lorsque l’un de nous (S. V. B.) était boursier d’échange 
entre le Medical Research Council de Londres et le Centre de !a 
Recherche Scientifique. Adresse actuelle: Tuberculosis Immunization 
Research Center, c/o Statens Seruminstitut. Copenhague. 

(***) Les auteurs remercient M™® E. Kindt de son aide technique 
dans la partie du travail effectuée 4 Copenhague. 

(1) Voir, par exemple, les mises au point [5, 8]. 
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réaction et, particuliérement, sur le mode de fixation des hémo- 
sensitines sur les G. R. et sur l’éventuelle importance de telles 
réactions in vivo. 

En ce qui concerne le mécanisme de la fixation des constituants 
microbiens sur les érythocytes, il a été montré [2] que, dans le 
cas de Ph. mallei, des extraits lipidiques de G. R. inhibent la 
sensibilisation d’érythrocytes normaux par la malléine, et que 
cette inhibition est plus prononcée lorsqu’on ajoute ces extraits 
lipidiques a la malléine avant l’addition des cellules que lorsqu’on 
les ajoute d’abord aux G.R. Ces expériences suggérent que 
l’empéchement de la sensibilisation des G. R. serait dad a quelque 
réaction entre les composants de l’extrait lipidique et Vhémo- 
sensitine de la malléine. Pendant la rédaction du présent travail, 
un mémoire a été publié sur V’inhibition par la lécithine et le 
cholestérol de la sensibilisation des G. R. par des extraits de 
B. coli [48]. 

Dans ce mémoire, nous décrivons nos essais sur l’inhibition de 
la sensibilisation des G.R. par le polyoside de la tuberculine 
par des extraits lipidiques de G. R. et des préparations de divers 
lipides purifiés. La possibilité que ces substances, présentes a la 
surface des G.R., agissent comme récepteurs pour les hémo- 
sensitines est discutée. 


I. — MATERIEL ET METHODES. 


a) Erythrocytes de mouton. — Le sang de mouton, recueilli 
dans 1,2 volume de solution d’Alsever modifiée, est conservé au 
moins deux jours et quinze jours au plus. Le jour de l’emploi 
des G. R., on centrifuge ce sang conservé, on lave les G. R. trois 
fois avec de la solution physiologique et on en fait une suspension 
a 2 p. 100 dans une solution de Locke. 

b) Antisérums. — Une culture d’une souche humaine virulente 
de bacilles tuberculeux (H 37 Rv), tuée par 2 p. 100 de phénol, 
a été utilisée pour immunisation de lapins. Des injections intra- 
veineuses ont été pratiquées pendant deux mois. Les sérums de 
ces lapins ont été inactivés par chauffage de trente minutes a 56° 
et absorbés par des G. R. de mouton (un volume de G. R. centri- 
fugés pour un volume de sérum) par un contact de dix minutes 
a la température du laboratoire. 

c) Polyoside de la tuberculine. — Dans la plupart de nos expé- 
riences nous avons utilisé une préparation obtenue par la méthode 
décrite par l'un de nous avec Lamensans et Bretey [43], et que 
nous désignons par §,- I s’agit d’un polyoside qui se présente 
a DPélectrophorése comme un produit assez homogene (pic trés 
étroit), mais contenant 10-15 p. 100 d’un composant migrant trés 
vite (probablement de Vacide nucléique). Dans quelques essais 
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nous avons également utilisé une fraction analogue préparée par 
E. Sorkin. 

d) Stromas. — Un volume de G.R. a été hémolysé par 
4 volumes d’eau distillée, puis, aprés addition de 4 volumes de 
solution de NaCl 4 2 p. 100, les stromas ont été centrifugés ct 
lavés deux fois en solution physiologique. En répétant ces opéra- 
tions plusieurs fois, on obtient un précipité blane de stromas. Des 
suspensions de concentration convenable de ces stromas ont été 
utilisées. 

e) Extraction des stromas par Valcool-éther. — L’extraction a 
été faite en agitant vigoureusement pendant une heure 1 volume 
de suspension de stromas provenant de 100 ml de culot de G. R. 
avec 2 volumes d’un mélange d’alcool et d’éther (3 : 1). Les stromas 
extraits ont été lavés trois fois avec de la solution physiologique, 
tandis que l’extrait a été concentré a 40° et sous vide jusqu’a un 
volume d’environ 10 ml. Ce liquide, additionné des quelques 
millilitres d’éther qui ont servi au lavage du ballon dans lequel 
on avait effectué |’évaporation, a été ramené par de la solution 
physiologique au volume initial des G. R. utilisés ; on en chassait 
l’éther par un chauffage a 30°-40°. 

f) Inhibition de la sensibilisation des G. R. — La technique 
suivante a été utilisée pour mettre en évidence l’effet inhibiteur 
des extraits lipidiques ou des substances purifiées. Des suspen- 
sions aussi fines que possible de ces produits en solution physio- 
logique tamponnée ont été réalisées en versant dans ce liquide 
de petites quantités de leurs solutions dans de l’alcool, de |’éther 
ou dans un mélange d’alcool-éther. L’éther a été ensuite éliminé 
en agitant, a l’aide d’une seringue, la suspension chauffée 4 56°. 
Dans ces conditions l’alcool n’est pas enticrement éliminé, mais 
des épreuves de controle ont montré que sa présence a des 
concentrations aussi faibles n’influe pas sur les résultats. 

Des portions de 0,3 ml de ces suspensions ou de leurs dilutions 
en solution tamponnée (facteur deux) ont été additionnées de 
0,1 ml de solution du polyoside S, 4 20 ug/ml et laissées trente 
minutes a 37°, aprés quoi on y ajoutait 0,2 ml d’une suspension 
a 2 p. 100 de G. R. lavés et on laissait encore une heure a 37°. 
On lavait ensuite ces G. R. et on les mettait en suspension A 
1 p. 100 en solution physiologique. Des portions de 0,1 ml de 
celte derniére suspension ont été ajoutées a 0,2 ml de sérum de 
sérum de lapin anti-H 37 Rv dilué a 1/40. On lisait les résultats 
comme dans la méthode habituelle d’hémagglutination passive. 

Les mélanges suivants servaient de témoins : 1° la solution de 
polyoside S, a été versée dans la solution-tampon ne contenant 
pas de lipides; cet essai correspond a la maniére habituelle 
d’effectuer la sensibilisation des G. R. 2° Des G. R. non tnaités 
ont été placés dans les dilutions de l’antisérum ; cet essai servait 
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pour démontrer que les hétéroagglutinines étaient bien absorbées 
du sérum. 3° Des essais ont été également faits pour s’assurer 
que les diverses suspensions de substances lipidiques n’avaient 
aucune action sur la réaction entre des G.R., préalablement 
sensibilisés par le polyoside, et l’antisérum. Aucune action n’a 
été observée. 

Dans quelques cas de légéres modifications de cette technique 
ont da étre introduites ; ces cas seront signalés dans Jes descrip- 
tions des expériences. 

g) Fixation de l’hémosensitine sur du papier filtre imbibé de 
lipides. — Des petites bandes (1 x 4 cm) de papier filtre Sch. 
et Sch. n° 301 ont été imbibées par des solutions dans de l’alcool, 
de l’éther ou de l’alcool-éther des divers extraits lipidiques ou 
des lipides purifiés (2 mg par papier). Aprés évaporation du 
solvant par un courant d’air, les papiers étaient placés pendant 
trois heures A 37° dans une solution de S, 4 2 mg/ml. Puis on 
les lavait pendant vingt heures en les maintenant suspendus dans 
de la solution physiologique A 0°-4° soumise A une agitation 
continue ; la solution a été renouvelée quatre fois. Les morceaux 
de papier filtre ainsi lavés, placés dans des tubes a centrifuger, 
ont été agités avec de ]’éther de pétrole et de la solution physio- 
logique (1 ml de chacun); on a répété cette extraction trois fois 
en décantant chaque fois l’éther. La solution physiologique, aprés 
centrifugation du papier, était utilisée dans des essais d’inhibition 
de Vhémagglutination. A cet effet, 0,2 ml des dilutions (facteur 
deux) de cette solution a été ajouté a 0,1 ml de l’antisérum au 
1/100. Aprés une incubation de trente minutes a 37°, des G. R. 
sensibilisés par S, ont été ajoutés A chaque mélange et le résultat 
de Vhémagglutination lu le lendemain matin. Si lagglutination 
est inhibée cela prouve que Ja bande de papier contenait du 
polyoside et, par conséquent, que la préparation lipidique est 
capable de fixer le polyoside. 


II. — Re&suLtTats EXPERIMENTAUX. 


1° Stromas et extraits des stromas. — Les résultats de nos 
essais qui figurent dans le tableau I montrent qu’en présence d’une 
quantité relativement grande de stromas, les G.R. ne peuvent 
pas étre sensibilisés par une dose de polyoside, qui les rend 
agglutinables par l’antisérum lorsqu’on les sensibilise en absence 
de stromas. Le chauffage préalable des stromas A 100° pendant 
cing minutes ne modifie pas cet effet, par contre leur extraction 
par un mélange d’alcool et d’éther (8:1) le fait disparaitre, tandis 
que la suspension des produits extraits inhibe ’hémagelutination, 
méme 4 une concentration de 0,25 mg/ml. 

_Dans ces expériences, le polyoside S, a été ajouté aux suspen- 
sions des produits essayés et les mélanges ont été incubés pendant 
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Tasteau |. — Inhibition de la sensibilisation des G.R. 
par les stromas et par leur extrait a l’alcool-éther. 


RECIPROQUE DES DILUTIONS 


* Le premier tube dans les rangées 1, 2 et 3 contenait, dans 0.25 ml, des stromas provenant 
de 0,5 ml de culot de G. R 


une heure 4 37° avant l’addition des G. R. Dans la deuxiéme 
série (tableau I b), on a incubé d’abord les G. R. et les suspen- 
sions des produits essayés pendant une heure et le polyoside S, 
n’était ajouté qu’aprés ce temps de contact, aprés quoi le mélange 
final était encore une fois laissé une heure a 37°. Dans ces 
conditions, |’effet inhibiteur est réduit, surtout dans le cas des 
stromas. 

Ces essais étayent l’hypothése selon laquelle il y aurait compé- 
tition entre les préparations employées (stromas, extraits) et les 
G. R. pour la fixation du polyoside. 

2° Essais de purification de la substance aciive. — La fraction 
soluble dans l’éther de pétrole de l’extrait alcoolo-éthéré des 
stomas s'est montrée active et a été soumise 4 quelques essais 
de fractionnement. On a pu se rendre compte que la fraction 
insoluble dans l’acétone posséde une activité plus grande que la 
fraction soluble dans ce solvant. Bien que ces essais aient permis 
Vobtention de quelques indications sur la nature éventuelle des 
substances actives, les différences pourraient aussi étre attribuées 
a’ une meilleure dispersion dans l’eau des fractions expérimen- 
talement plus actives ou a l’entrainement d’impuretés. Nous avons 
préféré utiliser des préparations de diverses substances purifiées. 

3° Essais avec diverses substances purifiées. — Les principaux 
résultats de nos expériences d’inhibition par diverses substances 
purifiées de Ja sensibilisation des G. R. par le polyoside S, sont 
résumés dans le tableau II. Nous tenons 4 remercier nos collégues 
qui ont mis a notre disposition les divers produits lipidiques. 
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Tasieav ll. — Inhibition de la sensibilisation des érythrocytes 
par divers échantillons de lipides. 


RECIPROQUE DES DILUTIONS 


SUBSTANCES ESSAYEES 


Léeithine d’auf 

Lécithine d’ceuf 

Lécithine d'ccuf 

Lécithine de cceur de boeuf. 
Lécithine de foie de boeuf. . 
Lécithine synthétique. .. . 
Céphaline 

Céphaline 

cLéphaline 

Cholestérol * 

Acide oléique 

Acide palmitique * 

Acide stéarique * 


4 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 


Albumine bovine (fraction V) 
Subtosan (& 10 p. 100) . . . 
Glycogéne 


eieeduenseenooacel 


++4++4+++4+++ 


* Mauvaise dispersion. H = hémolyse. 

Les substances n° 1, 5, 6 et 10 nous ont été fournies par M''e M. Faure; n° 2 par B. Cinader; n® 3 et 
4 par A. Reyn; n® 7 et 8 par M. Wintersteiner ; n° 1f, 12 et 13 par D. Dervichian et n* 15 par A. Langhorn. 
Nous les remercions de leur amabilité. Les autres produits sont des préparations industrielles, n° 9 de Gen. 
Biochemicals, Ohio, n° 14 de Atlas Powder Delaware, n° 16 de Spécia, Paris. Le n° 17 a été préparé par nous. 


‘Les effets les plus prononcés ont été obtenus avec les lécithines, 
les céphalines et le Tween 80, tandis que les quelques substances 
essayées de nature non lipidique, ainsi que Jes acides palmitique 
et stéarique, n’ont pas présenté d’activité. Toutes les préparations 
de lécithine se sont montrées actives (la plupart inhibent la sensi- 
bilisation des G. R. au taux de 30 pg/ml), méme la lécithine 
synthétique, bien qu’éa un taux plus élevé. Avec les préparations 
de céphaline les résultats étaient analogues. Avec certaines autres 
préparations on s’est heurté a des difficultés : d’une part, i} n’est 
pas aisé de préparer des suspensions trés fines et stables avec 
certaines substances (acide palmitique, cholestérol), et la faible 
activité des suspensions utilisées pourrait étre due aussi bien A 
des causes physiques, suspensions trop grossiéres, qu’a leur 
constitution chimique ; d’autre part, certaines substances lipi- 
diques (par exemple, l’acide oléique) ayant des propriétés hémo- 
lytiques, leur emploi s’est révélé délicat. 

Pour essayer de se rendre compte du mécanisme de l’action 
inhibitrice des lipides, deux séries d’expériences ont été réalisées 
en utilisant des dilutions des suspensions de lécithine ou de cépha- 
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line. Dans la premiére série on a utilisé la technique habituelle, 
c’est-a-dire qu’on mélangeait d’abord la solution du _polyoside 
avec la suspension de lipides et on ajoutait ce mélange, apres 
incubation a 37°, aux G. R., tandis que dans la deuxiéme série, 
les phospholipides ont été d’ abord mélangés et incubés 4 37° avec 
la suspension des G. R. et le polyoside n’était ajoulé qu’ensuite. 
Aprés un nouveau séjour pendant une heure a 37°, les G. R. ont 
été lavés et finalement placés dans le sérum anti- tuberculeux. 
Comme on le voit dans le tableau III, l’effet inhibiteur des 
lipides est bien plus net lorsqu’ils sont d’abord mis en présence 


Tabieau lll. — Effet de l’ordre d'addition des G.R. 
et de ’hémosensitine au phospholipide. 


| 
_ SES 


RECIPROQUE DES DILUTIONS 

ORDRE D’ADDITION | PHOSPHOLIPIDE 

4 2 4 8 NST I GA | I I BS |) ile 

(2mg/ 

cm: 
Phospholipide ) Lécithine ne 4.| — = = a= = = = J | Sek | ae 
ina ~ in 37°C) | 
“+ G (1h, 37 °¢) as ce Céphaline n° 8.) — | — | — | — |] —}] + |4+4+)44+]/4+4/)4++4+ 
Phospholipide ) Lécithinene 4.) — | — | — |] = |] + |/++/4++]++/4++)+4++ 
+G.R. (4h, 37° , 
eos ( Ree PEC Céphaling ue8.|) 4 fl) | ese ee Pe ee | ee ee 

A | | 


du polyoside, ce qui confirme les expériences analogues faites 
avec les stromas et semble prouver que l’effet inhibiteur des lipides 
sur la fixation du polyoside sur les G. R. est di a leur réaction 
avec le polyoside et non avec les G. R. 

4° Fixation de l’hémosensitine par du papier fillre imprégné de 
lipides. — Pour éviter certaines des difficullés signalées plus haut 
(substances hémolytiques ou formant des suspensions aqueuses 
trop grossiéres) une technique différente a été imaginée pour 
montrer la fixation de |’hémosensitine par des lipides. Cette 
technique (voir Méthodes) est basée sur |’emploi de petites bandes 
de papier filtre qu'on imprégne du lipide a essayer. Si le lipide 
est capable de fixer le polyoside, ce dernier sera retrouvé a la 
fin de l’expérience dans ]’extrait du papier filtre. De cette maniére, 
la capacité de fixer le polyoside des divers lipides a pu étre 
comparée sans que les lipides viennent en contact avec les G. R. 
Nous avons aussi cherché a réaliser ainsi, grace a la présence 
d’une surface plus grande de lipides, par unité de poids, un 
contact plus efficace du lipide avec le polyoside en solution 
aqueuse. Malheureusement, cette technique posséde aussi des 
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inconvénients, tels que: a) perte d’une partie de la lécithine 
pendant le lavage du papier, et b) fixation, méme par le papier 
filtre non imprégné de lipides, d’une petite quantité de polyoside, 
qui n’est que partiellement extrait ensuite par le mélange d’éther 
de pétrole et de solution physiologique. Ces inconvénients ne 
permettent pas J’utilisation de cette technique pour des expé- 
riences quantitatives, comme nous l’avons espéré. Nous donnons, 
cependant, dans la figure 1 quelques-uns des résultats obtenus. 


Yea YY 
L 

E FRACTIONS DE LEXTRAIT UY 
“| | A UALCOOL-ETHER DES UY 
uw _| STROMAS. UY 
0/32 UY 
: UY 
Yq Yj Z Yj 


WS 


i, 


LZ 


er de 


ned: 


Insol. dans acétone. 
Sol dans l'acétone. 
Lécithine d'euf n?I. 
Lécith. synthétique n°6. 
Cholestérol:ac.oléique 
(3/7) 
Lécithine: cholestérol 


Sol. dans éth 
pétrole 

Sol. dans acétone 
et alcool. 

Sol. dans acétone 
insol.dans alcool. 
nore du foie 
de boeu 
Cholestérol n°10. 
Ac. oléique. 

Ac. palmitique. 
TEMOIN. 


Fig. 4. 


Pratiquement, tous les lipides essayés ont fixé de l’hémosensitine, 
mais les quantités de polyoside réecupéré du papier filtre imprégné 
par ces lipides variaient grandement suivant la nature des lipides. 
Ainsi, la lécithine du foie semble la plus active parmi les 
préparations purifiées, tandis que la lécithine synthétique l’est 
beaucoup moins. Mais il est intéressant de souligner que des 
mélanges de lécithine avec du cholestérol ou de cholestérol avec 
de Vacide oléique ont donné des résultats plus élevés que la 
lécithine seule, et qu’une petite activité a pu étre recupérée des 
papiers filtres imprégnés de cholestérol seul. Ce dernier résultat 
lait penser que peut-étre la faible activité des suspensions de 
cholestérol observée dans nos essais précédents était plutot due 
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a état physique de ces suspensions qu’a l’incapacité de cette 
substance de réagir avec |’hémosensitine. Notons, enfin, qu’un 
peu de polyoside a pu étre aussi récupéré a partir du papier 
filtre non traité par des lipides, mais que cette quantité était 
toujours nettement inférieure a celle qu’on obtenait du papier 
Imprégné par des lipides, et que les papiers filtres imprégnés, 
mais non traités par la solution de _ polyoside, donnaient 
toujours des résultats négatifs. 

En somme, les résultats obtenus confirment ceux obtenus par 
la méthode de l’inhibition de la sensibilisation : les lipides extraits 
des érythrocytes, la lécithine et la céphaline et peut-étre, mais 
alors a un taux trés différent, le cholestérol, peuvent réagir avec 
le polyoside de la tuberculine et l’empécher ainsi de se fixer sur 


les G. R. 


III. — Discussion DES RESULTATS. 


Les expériences que nous venons de résumer ont été entre- 
prises pour essayer d’éclaircir le mécanisme de la fixation a la 
surface des G. R. de certaines substances, telles que le constituant 
du bacille tuberculeux responsable de l’épreuve de Middlebrook- 
Dubos. Nous avons vu que les stromas des G.R., leur extrait 
ai Valcool-éther ou la fraction insoluble dans lacétone de cet 
extrait peuvent inhiber la sensibilisation des G. R. par le polyo- 
side S,. Le fait que cette activité est plus prononcée lorsqu’on 
ajoute d’abord ces produits 4 la solution du polyoside que lors- 
qu’on les met d’abord en présence des G.R. nous permet 
d’admettre qu’il ne s’agit pas d’un « effet protecteur » quel- 
conque, mais d’une sorte de combinaison entre les constituants 
lipidiques des stromas et d’hémosensitine de §,. 

Les essais effectués avec les différents échantillons de lipides 
purifiés, aussi bien par la technique directe que par l’emploi de 
papier filtre imprégné de lipides, ont permis d’obtenir les rensei- 
enements suivants : la lécithine et la céphaline possédent, a poids 
égal, une activité plus grande que l’extrait lipidique des G. R. 
Or, puisque la lécithine et la céphaline représentent une propor- 
tion importante des constituants de l’extrait 4 l’alcool-éther des 
G.R., il est fort probable qu’ils sont au moins partiellement 
responsables de l’effet inhibiteur des extraits et des stromas. 
L’absence d’action de certaines suspensions de lipides et la faible 
activité des suspensions ou des papiers filtres imprégnés de choles- 
térol pourraient étre dues a l’insuffisance de la technique de 
dispersion employée. Il n’est pas impossible que la qualité la plus 
importante pour qu’une substance puisse avoir une action soit le 
fait que ses molécules aient aussi bien des groupements hydro- 
philes que des groupements hydrophobes. C’est en effet le cas des 
phospholipides ainsi que du Tween 80, qui s’est montré aussi trés 
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actif. Mais la possibilité d’un effet da a quelque impureté de nos 
préparations n’est pas enti¢rement exclue. 

Mais, méme en admettant que ce sont surtout la lécithine et 
la céphaline de la surface des G. R. qui servent de récepteurs 
pour leur sensibilisation par la tuberculine, nous ne possédons 
pas de renseignements précis sur la liaison que ces substances 
forment avec le polyoside S,. Heidelberger et Menzel [44] ont 
trouvé que des préparations purifiées de polyosides tuberculeux 
contiennent une certaine proportion de lipides. Nous ne savons 
pas si notre produit (S,) en renferme, mais si c’est le cas, on 
pourrait envisager la possibilité de sa fixation par les lipides des 
G. R. grace A son constituant lipidique. Nous savons que cette 
fixation est réversible 4 37° puisque des G. R. normaux peuvent 
étre sensibilisés, au moins pour l’hémolyse spécifique, lorsqu’on 
les laisse séjourner A cette température avec une petite quantité 
de G. R. préalablement sensibilisés et lavés [8]. Nous savons aussi 
que la température agit fortement sur la vitesse de sensibilisation 
des G. R. par la tuberculine. On pourrait, par exemple, penser 
que sur la surface des cellules entiéres la température augmente 
le nombre de molécules de phospholipides aptes & se combiner 
avec le polyoside, parallélement A V’activité générale des molé- 
cules 4 la surface de la cellule. 

Le fait que la sensibilisation des G. R. par la tuberculine soit 
due a des phospholipides présents a la surface de ces cellules ne 
veut pas dire nécessairement que des hémosensitines provenant 
d’autres sources sont fixées de la méme maniére. Cependant, :] 
en était de méme dans le cas de la sensibilisation des G. R. par 
la malléine [2] et dans des recherches récentes, Neter et coll. [48] 
ont décrit des expériences analogues dans lesquelles ils admet- 
taient que ce sont la lécithine et le cholestéro] qui sont les récep- 
teurs pour les hémosensitines de B. coli. Pour le moment, il est 
difficile de dire si la faible activité du cholestérol observée par 
nous est en désaccord avec les résultats de ces derniers auteurs. 

Il a 66 montré précédemment que la sensibilisation des G. R. 
par la tuberculine peut se produire aussi in vivo et que les leuco- 
cytes peuvent aussi étre sensibilisés [4]. Il serait intéressant de 
se rendre compte si des phospholipides ou le Tween 80 peuvent 
également produire un effet dans ces conditions. Il serait égale- 
ment intéressant de comprendre la nature de l’effet inhibiteur du 
sérum normal] sur |’hémosensibilisation. 


R&suME. 


Lorsqu’on mélange Vhémosensitine (en l’occurrence le polyo- 
side S, extrait de la tuberculine) avec des stromas, ou leur extrait 
par Valcool-éther, ou certaines fractions de cet extrait, avant de 
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Ja mettre en présence des G. R., la sensibilisation de ces derniers 
est inhibée. Diverses substances de nature lipidique, et particu- 
liérement certaines préparations de lécithine et de céphaline, pro- 
duisent Je méme effet a des concentrations trés faibles. Le choles- 
térol n’a montré qu’une faible action. 

Les résultats obtenus plaident en faveur de l’hypothése selon 
laquelle les lipides, et particuliérement les phospholipides présents 
a la surface des érythrocytes, seraient responsables de la fixation 
du polyoside S, sur les globules rouges. 
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CORRELATION 
ENTRE LE NOMBRE DE GERMES ET DE PLAGES 
DE BACTERIOPHAGIE EN MILIEU TRYPAFLAVINE 


par W. MUTSAARS (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de [Université 
libre de Bruzelles.) 


BACTERIOPHAGE UTILISE. 


Nous avons utilisé pour ces essais un bactériophage oT 
capable de se développer en milieu trypaflaviné (1). 

Ce bactériophage, aprés avoir subi 31 passages en bouillon 
trypaflaviné, a été passé en bouillon ordinaire dilué (Brain heart 
infusion BHI Difco, dilué au 1/10 en eau physiologique). Ce pas- 
sage s'est effectué en ensemencant avec le B. coli W correspon- 
dant des tubes contenant une dilution a 10—* du bactériophage, 
a raison de 5 ml par tube. Aprés séjour de vingt-quatre heures 
a létuve a 37°, le contenu de ces tubes est réuni et filtré sur 
bougie Chamberland 13. On obtient ainsi un stock de bactério- 
phage, qui, conservé a la glaciére, a servi A ces expériences. 
Le titre initial de ce bactériophage était 2,8 x 107 sur gélose 
ordinaire, et de 5,5 x 10° sur gélose trypaflavinée. I] était donc, 
a peu de chose prés, cing fois plus actif en gélose ordinaire. 


TECHNIQUE EMPLOYEE. 


Nous avons utilisé la technique bien connue de la double 
couche de gélose de Gratia. La gélose de base étant du bouillon 
gélosé 4 2 p. 100 (Brain heart infusion Difco), la couche super- 
ficielle ne differe de la premiére que par sa teneur en 
gélose : 0,6 p. 100. Selon les cas, nous avons utilisé ces deux 
milieux tels quels, ou additionnés de trypaflavine, de facon a 
atteindre une concentration finale de celle-ci de 0,003 p. 100. Cette 
teneur est sensiblement plus élevée que celle utilisée précédem- 
ment (1), le milieu que nous utilisons actuellement est plus 
inhibiteur de laction de la trypaflavine (1). Les cultures de 


(*) Manuscrit recu le 15 mai 1954. 
(1) Trypaflavine Hoechst. 
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B. coli W utilisées sont faites en milieu BHI, elles séjournent, 
aprés ensemencement, pendant cing heures au bain-marie a 38°. 

A un volume déterminé d’une dilution appropriée du_bacté- 
riophage gT, faite en milieu BHI et calculée de facon a donner 
un nombre de plages de bactériophage aisé A compter, on ajoute 
un volume égal de la culture de B. coli W, Agée de 5 heures 
et, selon le cas, diluée ou non. Ce mélange séjourne au bain- 
marie 4 388° pendant trois minutes, aprés quoi on y fait un cer- 
tain nombre de prélévements de 0,9 ml (4 ou 5) qui seront 
distribués dans autant de tubes de gélose a 0,6 p. 100, maintenus 
a l'état liquide dans un bain-marie a4 54°. Finalement, chaque 
tube de gélose est coulé dans une boite de Petri contenant déja 
de la gélose de base solide a4 2 p. 100. La numération du 
nombre de plages de bactériophagie se fait aprés séjour de 
vingt-quatre heures a ]’étuve a 37°. Chaque mélange est donc 
titré en quadruple ou quintuple exemplaire. 


Exprrience I. — a) On utilise une culture de B. coli W en 
milieu BHI, faite au bain-marie 4 38° et Agée de 5 heures. 
Cette culture est employée soit non diluée, soit diluée extempo- 
ranément a 10—* ou a 10—?, en milieu BHI, dans chaque cas. 

On dispose de bactériophage gT a la dilution de 10—* en milieu 
BHI. A trois tubes contenant chacun 4 ml de cette dilution, on 
ajoute respectivement: tube Al, 4 ml de culture coli W non 
diluée ; tube A2, 4 ml de cette culture a la dilution 10—'; 
tube A3, 4 ml de cette culture a4 la dilution 10—*. Aprés contact 
de trois minutes au bain-marie a 388°, ces trois mélanges sont 
titrés en quintuple exemplaire sur gélose trypaflavinée. 

b) On prépare de méme trois mélanges B1, B2 et B3 contenant 
respectivement du colibacille non dilué, dilué a 10—’, dilué 4 10-? 
et ne différant des mélanges précédents que par la teneur en 
bactériophage @T. Celui-ci en effet est a la dilution 10—*, le 
titrage se faisant sur gélose ordinaire. 

c) On fait en méme temps une numération (C1) des germes de 
la culture de B. coli W non diluée, en déterminant aprés incu- 
bation, le nombre de colonies apparaissant sur des boites de 
gélose ordinaire ayant recu 0,5 ml d’une dilution a 10—-* de la 
culture. Cette numération est faite en quintuple exemplaire. On 
fait de méme (C2) une numération de la culture diluée a 10—* et 
(C3) de la culture diluée 4 10—*. On utilise pour ces numérations 
des dilutions respectivement de 10—° et de 10-*. 

Les tubes de gélose a 0,6 p. 100, dans lesquels on introduit un 
mélange de bactériophage et de B. coli non dilué ont recu préala- 
blement 0,45 ml de bouillon, les tubes dans lesquels on introduit 
un mélange de bactériophage et de B. coli dilué a 10—* ou a 10-* 
ont recu préalablement 0,45 ml de la culture non diluée de 
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B. coli. Ainsi la quantité totale de B. coli se trouvant dans les 
tubes de gélose a 0,6 p. 100, trypaflavinés ou non, est sensi- 
blement égale. Les différentes séries 1, 2 et 3 ne different done 
que par la quantité de B. coli au contact du bactériophage pen- 
dant le séjour de trois minutes au bain-marie. 

Nous donnons ci-aprés (tableau I) les résultats de cing expé- 
riences identiques. 


Taseeac I. 
-5 
Phage ¢ T dilué 1074. Phage cp T dilué 10°”. 
Gélose trypaflavinée Gélose ordinaire 
At Be AS Br Be BS 


I) 138 (31.4) 523 (30.3) 444 (23 } [TES (9298) 250 6.7"), 2555 roeneD, 
2) 146 (21.2) 600 (49.5) 653 (43.1 ) | 58L (8.5 ) 594 (16.6 ) 553 (IS. 6} 
3) Tan (32) '478''(49.7) 67k (15.9") [LIS (6.9 Je rrO (Fa.2 ) TEE (20.76) 
4) 66 ( 3.8) 468 (62.6) 570 (54.2 ) | IOI (5.8 ) 96 ( 2.64) I09 ( 8.94) 
5) 107 (23.1) 344 (41.7) SIO (49.91) | 432 (7.28) 437 ( 9.59) 484 ( 3.87) 


Numération des B,Coli Les chiffres indiqués représentent 
cL ce 3 la moyenne arithmétique de la 
: somme de plages de bactériophagie _ 
x10°/mi. xI0°/ml. xl0*/ml. 


ou du nombre de colonies de B.Coli, 
comptées sur cing boites de gélose. 
Les .chiffres entre parenthéses 
indiquent la déviation moyenne 


I) 650 (12.2 ) 430 (14.5 ) 280 ( 7.9) 
2) 530 ( 3.3 ) 740 ( 9.3 ) 840 (16.7) 
3) 890 (18.3 ) 690 (15.3 ) 880 (2I ) 
4) 670 (I2.I2) 930 ( 8.88) 820 (23.6) 
5) 370 (18.3 ) 630 (13.2 ) 770 (20.6) 


Les x2, calculés d’aprés la somme des plages des expériences 
en gélose ordinaire et trypaflavinée, entre les séries a B. coli 
non dilué et a B. coli dilué 10", sont_de: expér. 1 : 321; 
expérsn 2 v404s exper. 3 23045 lexpér. 4) GIS s- expere se atom 

Les numérations du nombre de plages en gélose ordinaire 
montrent que, dans les conditions o¥ nous nous sommes placé, la 
quantité de B. coli en présence du bactériophage au cours de la 
période de fixation de celui-ci n’exerce aucune influence sur le 
rendement en taches. Il n’en est pas de méme quand le titrage 
se pratique en gélose trypaflavinée. On observe alors une réduc- 
tion trés nette du nombre de plages dans le cas des mélanges de 
bactériophage et de B. coli non dilué, par rapport aux mélanges 
contenant du B. coli dilué 4 10—' ou a 10—-*. Remarquons que le 
passage de la dilution 10—* a celle de 10 ne modifie pas d’une 
fagon significative le nombre des plages, mais le passage du 
B. colt non dilué a la dilution 10—* fait en moyenne quadrupler 
le nombre de plages. Il existe done entre le nombre de germes 
au contact des particules de bactériophage pendant la phase de 
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fixation de celles-ci et la quantité de taches de hactériophagie 
obtenues par ensemencement sur milieu trypaflaviné une certaine 
corrélation négative. Calculée en utilisant comme variable indé- 
pendante le nombre de germes (B. coli dilué aA 10— et non 
dilué) et comme variable dépendante le nombre correspondant 
de plages de bactériophagie en milieu trypaflaviné, cette corré- 
lation se chiffre 4 r = —O,857. 

Nous proposant d’étudier d’un peu plus prés cette relation 
inverse entre le nombre de germes mis en présence d’une quan- 
tité déterminée de particules de bactériophage » T et le nombre 
de plages apparaissant ensuite en milieu trypaflaviné, nous avons 
utilisé la technique suivante. 


Exprrience II. — On utilise une culture de B. coli W en 
bouillon BHI, faite au bain-marie a 38° et Agée de 5 heures. 
A ce moment (heure zéro), on préléve un volume de cette culture 
et on l’ajoute a un volume identique d’une dilution appropriée, 
en bouillon BHI, du bactériophage » T. Aprés trois minutes 
de contact au bain-marie ce mélange est titré en quadruple exem- 
plaire sur gélose trypaflavinée. Au méme moment (heure zéro), 
on dilue a 10—* dans un volume suffisant de bouillon BHI frais 
cette méme culture de B. coli, et a partir de cette dilution, on 
procéde a un mélange et a un titrage identiques aux précédents. 
Ces deux titrages correspondent trés exactement aux essais Al 
et A3 de l’expérience I, et comme dans celle-ci, on observe une 
augmentation du nombre de plages correspondant a la diminu- 
tion du nombre de germes. On conserve au bain-marie 4 38° la 
dilution 10—? de la culture de B. coli. On préléve toutes les trente 
minutes un volume de cette culture que l’on mélange 4 un volume 
correspondant de la dilution stock de bactériophage et l’on titre 
comme précédemment. L’expérience se poursuit pendant quatre 
heures et chaque titrage de mélange coli-bactériophage s’accom- 
pagne d’une numération du prélévement de B. coli correspondant. 

Nous donnons au tableau II les moyennes de 5 expériences. 
Nous faisons figurer 4 ce méme tableau les moyennes de 5 essais 
identiques aux précédents sauf que la dilution initiale de la 
culture de B. coli, au lieu d’étre a 10-*, a été portée a 10—. 

Au cours de la croissance de la culture de B. coli, dilué a 10-?, 
on assiste d’abord a une légére augmentation du rendement en 
plages, mais dés que le nombre de B. coli par millilitre atteint 
200 millions on assiste 4 une chute du nombre des plages, et 
avec une teneur en B. coli de 1 milliard par millilitre on tombe 
au 1/5 du maximum de plages observé. Chose curieuse, on 
assiste ensuite aA un relévement du nombre de plages. Avec la 
culture de B. coli a dilution initiale 10—*, on observe en somme 
les mémes phénoménes, avec cependant un décalage d’une heure 
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environ. Il y a d’abord une augmentation du nombre des plages, 
suivie, quand on atteint un taux d’environ 200 millions de germes 
par millilitre d’une chute progressive. La hausse consécutive ne 
s’observe pas, l’expérience étant arrétée apres quatre heures. 

Le coefficient de corrélation, pour les expériences faites avec 
le B. coli initialement dilué a 10-1, et calculé pour les observa- 


TaBLEAU II. 


Dxpérience en gélose trypaflavinée 


B. Coli initial dilué Io" B. Coli initial dilué Tone 

B. Colis moyenne Plages de efT B. Coli: moyenne Plages de ¢T 
___par ml. «moyenne par ml. | ____par ml. __ +‘ moyenne par mi. 
Om. 765 x 108 169 7.3 x 10° 102 

Om. 7.5 x 10° 483 7.3 x I0° 444 

30 m. I.2 x 10” 602 I.I x 10° 488 

In.o 3 x 10? 700 2.7 x 10° 482 

Ih30 6.8 x 10” 700 5.7 x 10° 505 

2h.0 I.8 x 108 557 Del x10" 560 

2n30 5.7 x I0® 265 4.5 x 10’ 615 

3h.0 I x 109 147 I.9 x 108 422 

3h30 2.6 x 109 264 3.4 x 10° 319 

4n.0 5.2 x 109 302 6.5 x 108 I80 

Expérience en gélose Ordinaire 
B, Coli initial dilué 107% 

B. Coli: moyenne Plages de oT 

—__per mle == moyenne par ml, 

Om. 8.3 x 108 482 Les chiffres indiqués 

Om. 8.3 x I0° 382 représentent la moyenne arithmé- 
30 m. 1.3 x I0” 394 tique de la somme de plages de 
Th.O 3.2 x 10" 388 bactériophage ou du nombre de 
Th30 7.3 x 07 398 colonies de B.Coli. comptées sur 
2h.0 2.1 x 108 407 20 boites de gélose (Sexpériences 
2n30 4.2 x 108 393 en quadruple exemplaire), moyenne 
3h.O0 I x I09 354 ramenée & la teneur par ml. 
3h30 1.3 x 109 392 
4h.0 I.3 x I0? 4II 

tions d’une heure trente a trois heures inclus, est de r = — 0,674. 


Nous avons fait un essai identique aux précédents, en utilisant 
une culture de B. coli 4 dilution initiale de 10-*, mais en faisant 
les numérations de plages sur gélose ordinaire (voir tableau II). 
On constate, comme dans l’expérience I, que ladjonction d’une 
culture de B. coli, A4gée de 5 heures, A une dilution de bactério- 
phage n’entraine pas une diminution du nombre de plages, par 
rapport a lutilisation d’une méme culture diluée a 10-?. 
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On observe au contraire une augmentation de ce nombre en 
présence de B. coli non dilué, en moyenne sur cing expériences 
on obtient avec celui-ci 480 plages par millilitre de la dilution 
de phage, la méme dilution n’en donnant que 380 quand on utilise 
le méme B. coli dilué 10—-?. Mais augmentation du nombre de 
germes ne détermine pas une diminution du nombre de plages. 
Tout au plus observe-t-on, aprés trois heures de séjour au bain- 
marie de la culture diluée initialement a 10-2, un minimum de 
354 plages qui n’est pas significatif, mais qui correspond cepen- 
dant au point minimum observé en gélose trypaflavinée. Les 
expériences précédentes nous montrent donc : 

l° (Expérience I.) Qu’en diluant dans du bouillon frais une 
culture agée de 5 heures, on augmente le rendement en plages 
d’une dilution appropriée de bactériophage @ T, en milieu gélosé 
trypaflaviné, leffet ne se produisant pas en milieu gélosé 
ordinaire. 

2° (Expérience II.) Inversement : une dilution 4 10-? en 
bouillon frais d’une culture de B. coli W agée de 5 heures, main- 
tenue au bain-marie 4 38°, donne un rendement inférieur en plages 
de bactériophage a partir d’une concentration critique en germes. 
Cet effet s’observe en gélose trypaflavinée, mais non en gélose 
ordinaire. Nous nous sommes demandé si les modifications du 
rendement en plages d’une dilution donnée de phage n’étaient 
pas dues a une modification du rapport entre le nombre Y de 
particules et le nombre X de germes, le rendement augmentant 
quand X passe 4 X 10—* ou X 10—?, Y restant constant. Nous 
pouvons évidemment faire varier ce rapport en faisant varier Y, 
il va de soi qu’en utilisant une dilution 10 fois moins forte de 
bactériophage @»T, on obtient un rapport particules/germes 
identique 4 celui qu’on observe lorsqu’on a dilué le B. coli a 10-*. 


Exprrtence III. — Prélevons des volumes égaux d’une dilu- 
tion 10—-* de @ T, et ajoutons-y, soit (a) des volumes égaux d’une 
culture de B. coli agée de 5 heures, non diluée, soit (b) des 
volumes égaux d’une culture identique, mais diluée 4 10—* en 
bouillon BHI. Faisons de méme pour une dilution 10~* de qg T, 
ce qui nous donne les séries (c) culture B. coli non diluée et 
(d) culture B. coli diluée 10—". 

Aprés séjour de trois minutes au bain-marie 4 38°, ces 
mélanges sont titrés sur gélose trypaflavine, en quintuple exem- 
plaire. Comme précédemment, ces titrages s’accompagnent d’une 
numération des germes utilisés. 

Les mélanges provenant du phage dilué a 10—* (c et d) nous 
font retrouver des résultats identiques 4 ceux de |’expérience I, 
ils fournissent directement, quand on les ensemence a raison de 
0,9 ml par boite de gélose, un nombre de plages facile 4 compter. 
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Quant aux mélanges issus de la dilution 10—* du phage, ceux-Cl 
doivent étre préalablement dilués pour obtenir un nombre rai- 
sonnable de plages de phage. 

Nous avons donc, en ce qui concerne les séries a et b, procédé 
a cette dilution par deux techniques différentes. La premiére 
consiste simplement a prélever 1 ml du mélange et 4 l’ajouter 
a 9 ml de bouillon BHI. On distribue ensuite 0,9 ml de cette 
dilution, l’ajoutant a un tube de gélose a 0,6 p. 100, tube qui 
contient déja 0,45 ml d’une culture non diluée de B. coli. 


TaBLeau III. 


=3 a4 
Phage dilué 10” Phage dilué I0 
Série a v al bt ° a 


I) 147 (II.I3) 425 (41.38) 126 (24.65) 418 (29 ) 83 (16 ) 394 (51.7) 
2) 167 (57.8 ) 396 (15.9 ) I57 (26.9 ) 362 ( 7.9) | I39 (40.1) 362 (48.1) 
3) 148 (39.7 ) 34I (30.4 ) I59 (20.7 ) 323 (16.6) | ITO (10.2) 225 (26.5) 
4) III (17.2 ) 317 (35.7 ) 106 (18.9 ) 332 (20.5) 89 (26.1) 128 (32.4) 
5) 66 (17.4 ) 142 (16.1) 5I (9.6) I98 (45 ) 64 (17.3) 149 (41.4) 


Numération des B,Coli Les chiffres indiqués 
B,Coli, non dilué B,Co1li dilué r072 représentent la moyenne arith- 
x To8/mi. x m0°/ nl. métique de la somme de plages 
1) 820 (10 ) 430 (10.1) de bactériophagie ou du nombre 
2) IOIO ( 9.8) 990 (24.3) de colonies de B.Coli comptées 
3) 860 (22 ) 770 (21.7) sur cing boites de gélose. 
a) 930 (12.8) 1020 (26.7) Les chiffres entre parenthases 
5) 790 (22.6) 7I0 { 9.8) indiquent la déviation mogenne 
(ica )s 


Nous avons également utilisé une autre technique ne compor- 
tant pas de dilution préalable du mélange g T 10—* et B. coli, 
en nous servant d’une seringue a micrométre « Agla » (2) et 
en débitant directement, dans chaque tube de gélose 4 0,6 p. 100, 
un volume de 0,09 ml du mélange, chaque tube contenant déja 
0,45 ml de culture non diluée de B. coli. Ces variantes consti- 
tuent les séries A et B17. 

En derniére analyse, nous obtenons des mélanges de phage et 
de germes, dans lesquels les particules Y et les germes X sont 
dans un rapport 10 Y/X (série a); 10 Y/X.10—* (série b) ; aprés 
contact de trois minutes ces mélanges sont dilués au 1/10, ce qui 
ne modifie pas les rapports et sont finalement coulés en milieu 
gélosé trypaflaviné, a raison de 0,10 ml par boite. Les séries A 1 
et B1 ne different des précédentes que par l’absence de dilu- 
tion, remplacée par l'utilisation de volumes dix fois moindres. 


(2) Burroughs, Wellcome and C°, Londres. 
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Les rapports particules/germes des séries a, al et d sont 
identiques, malgré cela on observe que les rendements en plages 
de bactériophagie sur gélose trypaflavinée sont loin d’étre iden- 
tiques. Il y a au contraire identité évidente de rendement pour 
les séries a, al et c, c’est-d-dire pour les séries ot l’on a utilisé 
du B. coli non dilué. Quel que soit le rapport particules/germes, 
on retrouve dans ces trois séries un rendement nettement infé- 
rieur en plages de phage, comparé a la série d. Ce qui, dans ces 
essais, détermine donc le rendement en plages, c’est le nombre 
absolu de germes mis en présence des particules ; la quantité de 
celles-ci, dans les limites envisagées, parait indifférente. 

Les modifications du nombre de germes, au cours des essais 
précédents s’obtiennent par dilution en bouillon frais. Pour 
expliquer les faits observés, on pourrait invoquer la production, 
au cours de la multiplication du germe, d’une substance diffusible 
entravant, par fixation ou de toute autre facon, l’activité des par- 
ticules de bactériophage. I] faudrait en vérité admettre égale- 
ment que cette suppression d’activité ne se fait sentir qu’en 
milieu trypaflaviné. 

Cette hypothése ne se justifie pas, en effet 

1° D’une part, la centrifugation d’une culture non diluée, 
suivie de la resuspension du culot dans un volume égal de 
bouillon BHI frais, ne modifie pas le rendement en plages (voir 
expérience IV). 

2° D’autre part, le liquide surnageant provenant de la centri- 
fugation d’une culture de B. coli Agée de 5 heures, utilisé 
en remplacement d’une culture diluée de ce B. coli, détermine 
une augmentation du rendement en phages (expérience V). 


Exprtrience IV. — Distribuons une culture de B. coli Agée de 
5 heures dans deux tubes que nous centrifugeons. Rejetons le 
liquide surnageant de l’un des tubes et remplagons-le par un 
volume égal de bouillon BHI frais (A). Remettons simplement 
en suspension dans le liquide surnageant le culot de germes de 
lautre tube (B). Nous utilisons de plus une portion de la méme 
culture de B. coli, non centrifugée (C). Mettons alors des 
volumes égaux d’une dilution appropriée de’gT en contact 
respectivement avec des volumes égaux des trois suspensions A, 
B et C de coli. Aprés contact de trois minutes, nous titrons ces 
trois mélanges sur gélose trypaflavinée, en quintuple exemplaire 
(tableau IV). 


TaBLEAu LY. 


: : NUMERATION DES B. coli 
GELOSE TRYPAFLAVINEE 3 108/ml 


A B C A B Cc 
417 157 140 660 690 660 
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La substitution de bouillon frais au milieu de culture ne 
modifie pas le rendement en plages du phage. 


Expérience V. — Une culture de B. coli W, Agée de 5 heures, 
en bouillon BHI, est centrifugée dans deux tubes a raison de 
30 ml par tube. On recueille le liquide surnageant de l’un des 
tubes (A), autre tube est réagité de facon a remettre en suspen- 


TasLeau V. 

Gélose trypaflavinée Géliose ordinaize 

A B A B 
T) Secon (74 8)e 1 o7Ntisiee) 64 (1236). Si) (iver) 
Py) histo (Paty ene (ey), 80 (5.2) -74( 6.7) 
3) 160 (i5-8) 40 (I1.2) 173 (8.5) 202 (16-5) 
ZS) Gatley (Mo) tafe) (OE) 227 ( 6.1) I98 (16.9) 
5) 7 (is.n) 48 ( 7.8) 203 (16.6) I69 (10.7) 
6) metOon(t4 02) econ 6G) 144 (IF ) 29 ( 6.3) 
7) 257 (5.6) 49 (10.2) 3I8 (I3.9) 276 (10.3) 
8) 186 (18.6) °45 (10.4) 302 (I8.2} 287 ( 7.3) 
ON Lite (at.5) Sta Sec)) 255, (5a eerone Gee) 


IO) 166 (23.9) 70 (10.8 248 (F2.7)) SIL (5.4%) 


Numération des B.Coli 


A B 2 
x r04/ml. x 10°/ml. x Les chiffres représentent 
I) 45) (14.9) 270 (13.7) 682 la moyenne arithmétique de la 
2) 610 (39.1) 160 (21.8) 146 somme des plages de bactébio- 
3) 240 (12.7) 210 (16.4) 303 phagie ou du nombre de colonies 
4) I80 (19.5) 85 (14.2) I50 de B. Coli comptées sur cing 
5) 200 ( 6.8) I0O (31.3) 98 boites de gélose. 
6) 240 (I2 ) 220 (20.6) 158 Les chiffres entre parenthéses 
7), 220° (462) Te00(is a) 209 indiquent la déviation moyenne 
8) 220 (I3.8) 95 (19.2) 295 Go). 
9) 2I0 (21.3) I50 (14.6) II4 
£0) 200) ( 9.2))-- E20 (27.2) 85 


sion le culot de germes (B). On préléve alors 5 ml de chacun 
de ces liquides A et B et on les met en contact avec des volumes 
égaux de la dilution de » T. Le titrage se fait en quintuple 
exemplaire, sur gélose ordinaire ou sur gélose trypaflavinée. 

On procéde également, A partir des liquides A et B, a une 
numération des germes. Le tableau V donne les résultats de 
10 expériences. A l’examen des numérations de B. coli dans le 
liquide A, on s’apercoit que, dans les conditions ow nous avons 
opéré, la centrifugation correspond, quant a la’ diminution des 
germes dans le liquide surnageant, a une dilution d’environ 10-. 
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Cette dilution, faite sans modifier la composition du milieu, 
entraine une augmentation du nombre de plages. 

Notons que les dilutions de @ T employées ne sont pas les 
mémes pour les essais en gélose trypaflavinée et en gélose ordi- 
naire. Le phage @ T se développant moins bien en présence de 
trypaflavine, on a en général utilisé des dilutions moins fortes 
pour les essais dans ce milieu. 

Les x2, calculés d’aprés la somme des taches des 5 boites 
de gélose de chacun des quatre facteurs d’une expérience, 
donnent des chiffres qui (un degré de liberté) sont tous largement 
inférieurs au niveau de 0,001. 


Discussion ET CONCLUSIONS. 


Les expériences que nous venons de relater permettent 
d’écarter certaines hypothéses 

a) La modification du nombre de plages en gélose trypa- 
flavinée serait due a la substitution d’un milieu neuf au milieu 
de culture usagé, contenant éventuellement un facteur antago- 
niste. La substitution au milieu usagé d’un milieu neuf ne 
modifie pas le rendement en plages, a condition de ne pas 
modifier le nombre des germes. La diminution du nombre des 
germes, sans modification du milieu usagé, augmente le ren- 
dement en plages. 

b) La modification du rendement en plages serait due a l’A4ge 
de la culture. On sait que le rendement en plages d’une dilution 
de bactériophage varie selon que l’on utilise pour le titrage une 
culture jeune ou une culture vieille. En loccurrence, quand on 
suit le rendement en plages en utilisant des lots de B. coli pro- 
venant d’une culture en pleine croissance, on observe que la 
diminution du rendement se fait sentir alors que la phase 
de croissance logarithmique touche a sa fin. 

En réalité, ]’état de la population microbienne n’intervient pas 
dans la production du phénoméne, puisque la simple dilution 
dune culture de cing heures suffit pour Vobtenir, cette dilution 
étant suivie sans retard du contact du bactériophage. Hl en est 
de méme quand on utilise le liquide surnageant provenant de 
la centrifugation d’une culture de cing heures. 

c) Le nombre total des germes ensemencés dans chaque boite 
de gélose est sensiblement le méme; en effet, le contact du 
bactériophage s’étant effectué avec une culture diluée, on ajoute, 
avant de couler le mélange dans la boite de gélose, une quantité 
compensatrice de B. coli. On ne peut done attribuer l’apparition 
d’un nombre plus considérable de plages 4 une diminution du 
nombre total de germes ensemencés. 

d) Nous devons écarter toute hypothése analogue a celle pro- 
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posée pour expliquer le phénoméne de réactivation de certains 
bactériophages lésés par les radiations ultra-violettes (Luria [2, 3}). 
En effet, si nous prenons par exemple l’expérience I du 
tableau I, nous avons les chiffres suivants : quantités de par- 
ticules de bactériophage par millilitre : 2850 pour le mélange 
utilisé dans les essais sur gélose trypaflavine (dil. 10-* du @ T). 
Ce chiffre est obtenu en prenant comme base de départ le 
nombre de plages des titrages en gélose ordinaire des trois 
séries Bl, B2 et B3. La somme de ces plages est de 1924, pour 
un volume total de mélange de 13,5 ml. Dans ce volume, le phage 
intervient pour moitié, ce qui nous donne 285 plages par milli- 
litre de phage a la dilution 10—°. 

Les quantités des germes mis en présence de ce nombre de par- 
ticules sont respectivement de 6,6 x 10° par ml et 4,4 x 107 par ml, ce 
qui donne une distribution moyenne de particules de bactériophage 
par germe de 0,0000043 pour les essais avec le B. coli dilué 10-*. 
Dans ces conditions, la probabilité d’infection d’un bacille par deux 
particules est trop minime pour que l’on puisse en tenir compte. On 
devrait d’ailleurs, sil s’agissait d’un phénomeéne de réactivation 
multiple, observer une augmentation considérable du nombre de 
plages chaque fois que lon diminue le nombre de germes (utili- 
sation d’une dilution 10—* au leu d’une dilution 10—*) ou que l’on 
augmente le nombre de particules (utilisation d’une dilution 10—% 
de mT au heu d’une dilution 10—*). Or, ces modifications sont sans 
effet. En réalité, dés que l’on franchit une limite inférieure qui 
correspond environ 21,9 x 10—* germes par millilitre, on observe 
augmentation du nombre de plages, mais des dilutions plus 
fortes ne modifient plus sensiblement ce nombre. 

Nous avons envisagé, pour les écarter, diverses hypothéses. 
Nous devons cependant ajouter que nous ne pouvons actuellement 
fournir aucune interprétation des faits observés. 


R&suME. 


La numération des plages de bactériophagie déterminées par le 
phage » T en gélose trypaflavinée permet de mettre en évidence 
Pinfluence du nombre des germes au contact des particules, lors de 
la phase de fixation de celles-ci. Cette phase se déroule en milieu 
non trypaflaviné. En présence de quantités relativement faibles de 
germes, le rendement ultérieur en plages est trés supérieur a celui 
que l’on obtient en présence de quantités décuples ou centuples. 
Ce phénoméne ne s’observe pas en gélose ordinaire. 
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A PROPOS DES TECHNIQUES D’IDENTIFICATION 
DES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES 
PAR LES PHAGES 


il. — CHOIX D'UNE METHODE DE DILUTION DES PHAGES. 
ETUDE DES FAUSSES REACTIONS PRODUITES PAR LES LYSATS. 


par R. WAHL et J. FOUACE (°). 


(Institut Pasteur.) 


Wilson et Atkinson [4], qui ont décrit les premiers une méthode 
pratique d’identification des staphylocoques par les phages, ont 
utilisé ceux-ci 4 la « dilution critique », c’est-d-dire la plus 
forte dilution dont I goutte produise encore la lyse totale sur 
la souche de propagation. Cette dilution est actuellement utilisée 
partout, en particulier par Williams et Rippon [3], qui ont publié 
un trés important travail sur la question. R. Wahl et P. Lapeyre- 
Mensignac {2] ont proposé d’utiliser les phages non dilués pour 
les souches non identifiables aux dilutions critiques. Mais par la 
suite, nous avons constaté, d’une part que les dilutions critiques 
avaient de sérieux désavantages, et d’autre part que les lysats non 
dilués produisaient beaucoup de fausses réactions, qui n’étaient 
pas dues aux phages. 

Nous allons dans le présent travail exposer les inconvénients de 
ces deux fagons d’utiliser les phages, puis étudier les fausses 
réactions produites par les lysats, et enfin décrire un nouveau 
type de dilution que nous proposons de substituer aux deux 
autres méthodes. 


J. — INCONVENIENTS DES DILUTIONS CRITIQUES. 


Ces inconvénients sont les suivants : 

1° Le nombre des souches non identifiables par les dilutions 
critiques est trés grand (113 sur 455, soit 24,8 p. 100). 

2° En répétant les mémes essais sur la méme souche, on obtient 
beaucoup de résultats discordants. En effet le nombre de plages 
produites par I goutte d’une méme dilution de phages (donnant 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1% avril 1954. 
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des plages distinctes) sur une souche varie notableiment en fonc- 
tion de plusieurs facteurs. Ces variations peuvent méme etre telles 
que, avec le méme lysat, on obtienne tantot un certain nombre 
de plages, tantot un résultat négatif. Or, il est évident que ce 
dernier cas se produit beaucoup plus souvent quand ce phage 
est utilisé A une dilution limite telle que la dilution critique, que 
quand il l’est a une dilution moins élevée. 

Nous signalerons seulement quelques causes de ces variations : 

a) Le nombre de phages contenus dans différentes gouttes du 
méme lysat obtenues avec la méme pipette peut varier. 

b) De minimes différences dans les conditions opératoires : 
degré d’hydratation de la gélose, température d’incubation, exé- 
cution des dilutions, etc. sont inévitables avec toutes les méthodes. 
Elles influent sur le nombre de plages. 

c) Certaines plages trés floues ne sont visibles que si elles 
sont confluentes. Aux dilutions critiques, la confluence est réalisée 
par un minimum de plages ; c’est pourquoi, si leur nombre varie 
quelque peu pour les raisons que nous venons d’indiquer, les 
plages floues, a cette dilution, seront souvent tantdt visibles, 
tantot invisibles. 

3° Les dilutions critiques ont un caractére arbitraire, car elles 
aménent chaque phage a un titre différent. En effet ce titre est 
d’autant plus faible que les plages qu’il produit sur la souche de 
propagation sont plus grandes. I] en résulte que le titre de la 
dilution critique peut varier suivant les phages de 900 Aa 
3.x LOS sphiem*. 

4° En utilisant les dilutions critiques, on peut méconnaitre |’ori- 
gine commune de deux ou de plusieurs clones de staphylocoques, 
issus d’une méme souche, mais ayant subi un sort différent. En 
effet, tout en conservant la sensibilité aux mémes phages, ces 
divers clones peuvent ne l’avoir pas conservée au méme degré, 
de sorte qu’aux dilutions critiques certains clones paraissent 
insensibles a tout ou partie des phages actifs sur d’autres clones. 
C’est ce que nous avons observé sur des cultures provenant de 
prélévements effectués chez divers sujets au cours d’une méme 
épidémie et aussi de prélévements effectués chez le méme malade 
en deux points différents, par exemple dans le sang et dans un 
furoncle. Des variations dans le degré de sensibilité aux phages 
sont également observées in vitro: en général le nombre de 
plages produites sur une souche par un nombre donné de phages 
diminue beaucoup quand la souche a été conservée longtemps 
sans repiquages dans le milieu de culture, a la glaciére ou au 
laboratoire. Ceci correspond probablement A une diminution du 
nombre des bactéries réceptives de la souche. Ce nombre tend 
a revenir progressivement 4 sa valeur initiale aprés un certain 
nombre de subcultures (5 ou 6). 
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Avec les dilutions critiques on pourrait croire a tort que de 
telles souches ont perdu leur réceptivité a certains phages. 


II. — Les LYSATS NON DILUES ET LES FAUSSES REACTIONS. 


1° INCONVENIENTS DES LYSATS NON DILUES. — Le lysat a employer 
non dilué doit étre stérilisé par filtration. En effet, le lysat stérilisé 
par le thymol, s’il n’est pas dilué, produit des zones de lyse. 
Au contraire, a partir de la dilution au 1/4 on peut employer des 
lysats stérilisés par le thymol, ce qui est préférable, parce que 
la filtration abaisse le titre. 

2° \Les lysats non dilués et filtrés produisent parfois des zones 
de lyses non bactériophagiques (« fausses réactions »). 

3° Les lysats non dilués peuvent donner quelques plages dues 
au phage produit par la souche de propagation. 


2° ETUDE DES FAUSSES REACTIONS. — Elles se présentent comme 
des zones de lyse diffuse ; il ne se forme jamais de plages. Leur 
aspect permet souvent de les soupgonner, mais jamais de les 
affirmer. Elles peuvent se présenter sous trois aspects différents : 

a) Une zone circulaire de lyse plus ou moins franche, dont la 
limite est concentrique a celle de la goutte, mais plus petite 
quelle (fig. 1 et 2). Parfois une vraie lyse par les phages, 
indiquée par des plages dans la zone périphérique de la goutte, 
coincide avec la fausse lyse (fig. 1 et 2). 

b) Une lyse voilée par une culture assez dense, bien que moins 
épaisse que la culture qui s’est développée entre les plages. Cette 
lyse voilée est parfois entourée d’une zone de lyse totale (fig. 8). 

c) Une lyse franche, totale ou subtotale, occupant toute la 
surface de la goutte. 

Les deux premiers aspects sont exceptionnellement |’expression 
«d'une réaction authentique aux phages; ils sont donc assez sug- 
gestifs d’une « fausse réaction ». Le troisiéme ne peut pas étre 
distingué des lyses bactériophagiques vraies habituelles. 

Notons que la plupart des fausses réactions ne persistent pas 
avec les phages dilués au 1/4 et au 1/10. Mais quelques-unes 
persistent dans ces conditions, Par contre, on peut admettre que 
les phages dilués au 1/100 ne produisent pas de fausses réactions. 

Aussi le seul caractére qui permette de reconnaitre avec 
quelque certitude les fausses réactions est que le méme lysat qui, 
non dilué, donnait une lyse totale ne donne, dilué au 1/100, 
aucune réaction sur la méme souche. Cependant, si lon adopte 
ce test, on peut méconnaitre quelques réactions vrales, qui 
donnent une lyse totale avec les phages non dilués et parfois 
encore avec les phages dilués au 1/4 ou au 1/10 et aucune 
réaction avec une dilution dix ou cent fois plus grande. Ces cas 
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Fic. 14. — On voit aux cases 13 et 24 des fausses réactions du premier type; aux 
cases 5,410 et 20 de vraies lyses bactériophagiques. La fausse réaction de la 
case 13 est entourée de quelques plages, indiquant la présence de quelques 
bactériophages dans le lysat, en méme temps que le facteur bactériolytique. 


Fic. 2. — Trois zones de fausse réaction du premier type, dont !’une est entourée 


d’une couronne de plages, indiquant la présence de bactériophages associés 
au facteur bactériolytique. 
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élant exceptionnels, on peut sans inconvénient les négliger. 
D’ailleurs, s’il y a doute, on retrouve généralement la propor- 
tionnalité en recommencant la réaction. 

Enfin, une fausse réaction peut masquer quelques plages dues 
au phage, ce qui n’a pas d’importance, car nous avons vu qu’on 
ne tient pas compte d’une réaction ne se manifestant que par 
quelques plages. 


3° FREQUENCE DES FAUSSES REACTIONS AVEC LES PHAGES NON 
DILUES ET NON THYMOLES. — Celte fréquence est assez grande. 

Sur 81 souches prises au hasard et examinées a la méme 
époque, 27 présentaient des fausses réactions certaines, vérifiées 


Fic. 3. — En haut, fausse réaction d’aspect inhabituel. 


par des dilutions. Ces 27 souches totalisaient ensemble 125 fausses 
réactions sur 317 attaques et de ce fait n’étaient pas identifiables 
avec les phages non dilués. Quarante-quatre autres souches (parmi 
ces 81) qui totalisaient 429 attaques présentaient peut-étre aussi 
des fausses réactions, car elles avaient un type trés différent 
aux phages non dilués et aux dilutions critiques. Enfin les 
10 derniéres souches, totalisant 46 attaques, ne présentaient stre- 
ment pas de fausses réactions. Donec sur 792 attaques, il y avait 
au moins 125 fausses réactions (16 p. 100) et probablement 


beaucoup plus. 


II]. — ComparAISON ENTRE LA METHODE DES DILUTIONS CRITIQUES 
ET CELLE DES PHAGES NON DILUES. 


Nous avons comparé les résultats des deux méthodes sur 
84 souches prises au hasard parmi celles qui réagissaient aux 
dilutions critiques. 

a) Pour 82 souches (38 p. 100 des cas) la concordance des deux 
méthodes était assez satisfaisante et sur ces souches, les phages 
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non dilués ne paraissaient pas donner de fausses réactions. 

b) Vingt-six souches (81 p. 100) étaient identifiables avec les 
dilutions critiques ; mais avec les phages non dilués un grand 
nombre de réactions supplémentaires empéchait l’identification, 
ces réactions supplémentaires étant pour la plupart des fausses 
réactions. Pour 15 de ces souches, on l’a vérifié, en faisant des 
dilutions intermédiaires (10 de celles-ci donnaient les mémes 
résultats au 1/4 et aux dilutions critiques, 1 au 1/10 et aux dilu- 
tions critiques, 4 au 1/100 et aux dilutions critiques). Pour les 
11 autres souches, il en était probablement de méme, mais elles 
n’ont pas été étudiées a ce point de vue. 

c) Pour 26 souches (31 p. 100) les dilutions critiques n’étaient 
pas satisfaisantes, parce qu’elles éliminaient une partie des 
réactions. Pour 7 d’entre elles, les dilutions critiques permettaient 
cependant d’identifier la souche, mais avec moins d’attaques, 
c’est-a-dire peut-étre avec moins de précision. Mais pour les 
19 autres, J identification était douteuse, parce qu’elles ne 
donnaient que des réactions faibles et intermittentes. 

Ainsi donc, Videntification avec les dilutions critiques a 
l’inconvénient d’éliminer une partie des yraies réactions des 
souches, alors qu’avec les phages non dilués les fausses réactions 
sont fréquentes (et parfois, autre cause d’erreur, on observe 
quelques plages dues au phage produit par la souche de propa- 
gation). Il fallait done chercher une dilution intermédiaire qui 
évitat ces deux écueils. 


IV. — RecHERCHE D'UNE DILUTION OPTIMA. 


Nous avons cherché pour cela: a) la plus forte dilution qui 
permette de trouver toutes les réactions de la souche ; b) la plus 
faible dilution qui élimine les fausses réactions. 

a) Pour rechercher la plus forte dilution permettant de trouver 
toutes les réaclions d'une souche, nous avons comparé l’action 
des phages dilués au 1/4, au 1/10, au 1/100 et au 1/1000 sur 
52 souches, identifiables ou non aux dilutions critiques. Parmi ces 
souches, 22 au moins n’étaient pas identifiables avec les phages 
dilués au 1/1000. Pour 21 souches la dilution au 1/10 était 
préférable, en particulier 11 d@’entre elles ne donnaient rien avec 
les phages au 1/100. Toutes les souches avaient les mémes 
réactions avec les phages dilués au 1/4 et au 1/10. Une seule 
souche ne donnait de réaction qu’avec les phages non dilués. 

La dilution au 1/10 est done la plus forte qui permette de 
trouver toutes les réactions de presque toutes les  souches 
(51 souches sur 52). 

_ Mais parmi ces 52 souches, 8 présentaient des. fausses réac- 
lions avec les phages dilués au 1/10, et pour elles la dilution au 
1/100 aurait été préférable. 
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b) Pour rechercher la plus faible dilution qui élimine les 
fausses réactions, nous avons comparé, dans une méme expé- 
rience, l’action des phages a trois concentrations différentes (non 
dilués, dilués au 1/4, dilués au 1/100) sur 27 souches choisies 
parce quelle présentaient des fausses réactions. Ces 27 souches 
totalisaient ensemble, avec les phages non dilués, 317 attaques 
dont 125 fausses réactions. En utilisant les phages dilués au 1/4, 
on éliminait 78,4 p. 100 des fausses réactions et on en éliminait 
87 p. 100 avec les phages dilués au 1/10 (il en restait 17). A la 
dilution au 1/100, nous admettons qu’il n’y a plus de fausse 
réaction. 

Dans une autre série de 23 souches, celles-l4 non identifiables 
aux dilutions critiques, la méme recherche a été faite, mais dans 
des conditions moins rigoureuses (dates différentes, lysats diffé- 
rents). Les chiffres obtenus étaient de méme ordre. Ces 23 souches 
totalisaient 204 attaques, dont 107 fausses réactions. En diluant 
au 1/10, on éliminait 90 p. 100 des fausses réactions (il en 
restait 11). 

Il faut done adopter pour tous les phages une dilution inter- 
médiaire entre le 1/10 et le 1/100. 


V. — UTIM@ISATION DE PHAGES PEU DILUES 
ET RAMENES TOUS AU MEME TITRE. 


Les dilutions des phages doivent donc étre comprises entre le 
1/10 et le 1/100, mais rien ne s’oppose a ce que la dilution 
adoptée, tout en restant dans ces limites, soit un peu différente 
pour chaque phage. Nous allons voir qu’il est possible de profiter 
de cette latitude pour ramener tous les phages au méme titre, ce 
qui présente un avantage certain. 

En effet, les lysats préparés suivant la méthode exposée dans 
une publication précédente ont tous des titres élevés et déja peu 
différents les uns des autres, le titre allant de 3 x 10° ph/cm’ 
a vlexel0r phijiem*. 

Ceux qui ont les titres les plus faibles (de Jlordre de 
3 x 10® ph/cm*) sont les phages 3 C, 51, 7, 42 C, 47 C. Tous les 
autres ont un titre d’au moins 3 x 10° ph/em*. On les raménera 
tous au méme titre de 3 x 10’/em*, en diluant au 1/10 les 
5 phages du titre le plus faible et au 1/100 ou plus les autres. Il 
y aura quelques rares fausses réactions avec les 5 phages dilués 
au 1/10. En cas de doute, pour les réactions données par eux on 
refera un tilrage au 1/100. 

On peut ainsi identifier un plus grand nombre de souches que 
par les deux méthodes utilisées actuellement et ceci avec une 
plus grande précision et une plus grande streté. En effet, quelle 
que soit la dilution de phages utilisée, & condition toutefois 
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qu’elle élimine les fausses réactions, une souche se classe tou- 
jours dans le méme groupe. II est done avantageux d’utiliser les 
dilutions les plus faibles possibles pour obtenir le maximum 
daltaques caractéristiques. 


Discussion. 


Causes des fausses réaclions. — Elles sont dues probablement 
a des facteurs lytiques ou bactériostatiques mis en liberté lors 
de la lyse des bactéries (R. Wahl et J. Josse-Goichot [4}). 

(La concentration de ces facteurs est assez faible, en général, 
pour que leur activité ne soit plus décelable quand les lysats sont 
a une dilution supérieure a 1/10. Cette concentration reste du 
méme ordre quel que soit le titre du lysat. C’est pourquoi en uti- 
lisant des lysats de titre élevé A une dilution assez faible, on 
augmente la sensibilité de la méthode, sans diminuer sa spéci- 
ficilé. 

RisUME ET CONCLUSIONS. 


1° L’utilisation des phages aux dilutions critiques a les incon- 
vénients de ne pas assurer |’identification de nombreuses souches ; 
de donner souvent des résultats variables et intermittents ; d’uti- 
liser les phages a des titres différents; de laisser méconnaitre 
Videntité d’origine de certaines souches réagissant aux mémes 
phages, mais avec des intensités différentes. 

2° Les lysats non dilués ont les inconvénients de ne pas pou- 
voir étre stérilisés par le thymol. et de donner des fausses 
réactions. 

‘Les fausses réactions prennent diverses apparences. Elles se 
produisent trés rarement avec les phages dilués au 1/4 et au 1/10, 
et probablement jamais avec les phages dilués au 1/100. 

Elles sont fréquentes (16 4 38 p. 100 des attaques). 

3° La comparaison entre les résultats obtenus avec les dilu- 
tions critiques et avec les phages non dilués montre la fréquence 
des erreurs dans les deux cas. 

4° Des dilutions comprises entre le 1/10 et le 1/100 présentent 
le maximum d’avantages. 

5° Nous proposons d’utiliser en pratique des dilutions de cet 
ordre, mais un peu différentes pour chaque phage, de facon a les 
ramener tous au méme titre. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L’INSTITUT PASTEUR EN (953 


par R. BEQUIGNON et C. VIALAT (*). 


(Institut Pasteur.) 


1° Personnes traitées : 


521 personnes se sont présentées 4 la consultation du service 
des vaccinations antirabiques. A 85 le traitement a été conseillé. 


2° Méthode de traitement : 


La méthode employée est la méthode des vaccins phéniqués 
(Fermi). Emulsion 4 5 p. 100 de matiére cérébrale de mouton 
succombant au virus fixe, dans l’eau physiologique phéniquée a 
1 p. 100. On emploie exclusivement pour la préparation du 
vaccin de jeunes moutons en bon état de santé, d’un poids moyen 
de 42 kg, dont l’encéphale pése environ 80 g. Aprés inoculation 
intracérébrale, ils sont sacrifiés le huitiéme jour, et leur encé- 
phale extrait ; aprés contrdle de virulence et de stérilité, les cer- 
veaux sont broyés et 5 parties de broyat de cerveau sont émul- 
sionnées dans 100 parties d’eau physiologique phéniquée a 
1 p. 100, puis la suspension est placée vingt-quatre heures dans 
une étuve 4 25° C, avant d’étre mise en ampoules. Les ampoules 
de vaccin sont conservées pendant une semaine a la température 
de 2°C a 5°C, avant d’étre livrées. Chaque jour, les sujets en 
traitement recoivent une ampoule de 5 ml (demi-dose pour les 
enfants) par voie sous-cutanée au niveau de la région péri-ombi- 
licale. Le traitement a une durée de quinze, vingt ou trente jours 
selon le siége et la gravité des morsures. 

Le virus fixe utilisé représentait, le 31 décembre 1953, ‘e 
1 913° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 
1882 et employée pour la vaccination a partir du 90° passage 
lors de la création du service de vaccination antirabique, rue 
d’Ulm. La souche est entretenue sur lapin. 

Le contréle de Ja valeur antigénique du vaccin antirabique 
phéniqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée anté- 
rieurement (R. Béquignon et C. Vialat [4)). 


(*) Manuscrit recu le 21 juin 1954. 
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3° Répartition des personnes trailées d’aprés le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 


Afrique du Nord . 
A.0.F. 

Allemagne. 
Cameroun. : 
France métropolitaine. 
Indochine. 

Italie . 

Sarre. . 


or 
PEEP a ae FE 


4° Répartition des personnes traitées suivant l'animal mordeur : 


Chiens denproprictairesscCOnmuUs mire ait mn tenet eS 
Chiens errants "27.7. Seo Mars BON Bence: Steere cad: 
Chats de propriétaires connus. AEA Cec ra oy oie cob oe 
Wioutee ss. >. miei cugeos ates. bars kena ao) ie cinamer we epee om 


5° Répartition des personnes traitées d’aprés les preuves de 
rage chez l’animal mordeur. 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de |’animal mordeur a été constatée 

par examen vétérinaire. 

Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
Catégorie A. .... Pat Se wens 7 
CRLCRORIC Man Oe poe hy ot a ven SG eg Ole citys) Teak ace ee 
Cate goriemGy Pear. cote ee re ere ree tee eee cee ae reer ee mE GY 


Les névraxes de 84 animaux ont été examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Quarante-sept fois les commémo- 
ratifs de la morsure de l’animal et l’examen histologique du 
systeme nerveux nous ont autorisés a arréter le traitement chez 
les personnes mordues. 


Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 


6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


ProlonG esis.” a se ccusMcubicaks) 0 sek wale ae ee EO) 
Superiicvellesns. o.oo) coc tree er tate een ee mee ES 


7° Répartition des personnes trailées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non: 


Peauenueca aa Pour oreeny Wea omer ay ay oon eee eee Bam ets" 


. 


Vétements interposés . erence ii iekies: a Git Gum, acaloke see te ash 
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8° Répartilion des personnes trailées d’apres le siege de la 
morsure : 


LSE Petes Sestak SeeNSw Rem NMEM TE Lane Ot ee ae mn ey mae 6 
Dlembresacuporeurs: Hoots i Ale. ahs a. © se. bs ae 53 
SUC OTNG Mar eevee sgt Oe age Stk: DED See eA) SP OP ck 2 3 
Memibres#ialericnrs ss sateen ee eee Se ey oe ee rps 23 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


ORO AAR OUT SY Sem. ¢ MUNRO BS. CHRD ooh A AUR, ae Pf en yes tnd ie 49 
SOha tise] OURS pean mene esd he eee Me tI (Ps, EE Ge etre 20 
Searle OURS Kae ee CU SiMe Tae i ee aw GE 42 
DSL Ae OUTS ec Mrepergae enw gAe NCIS! Leis: Sah: Geers) si hl cnes doe 3 
Pls dex AN OUTS eee a rie hot toe anon bee on obits leis eyes Pomc < 4 


10° Répartition par départements des personnes mordues en 
France métropolitaine : 


INISIN S.A So atc eke SMO aes ARG ID SS!) ae nia eate eles aut enes 4 
INIGNS OVINE BS a, 3 soto: Fone toate 4 | Rhoéne (Bouches-du-). ... . some! 
Cotes-du-Nord....... otic et Save Parison b ser Wee a |S: 
iMISTE Ca ae er oes a eS 2 4 Banlieuey aes). e. eee. ul: 
Indrezect-Loiters eons acter ee 2 SEND ee ego aw 6 oe By Seed 
Loire-Inférieure; «02. . - ss 2 Seine-Inferveure ese. een cn ane 2 
Mancnere ces Se tec Soe ao bs 4 Seine-et-Marne.......... 2 
Meurthe-et-Moselle ........ 6 Seine=et- Oise. Gee. 5 eee 9 
ORS Cato wim, «gtr fice on ture ha set he by 1 VONN EP es es 2st eae 4 
COONEY gp: OS™ Spa ta eee oma 2 


Le tableau ci-dessous indique les résultats des vaccinations 
antirabiques depuis la mise en application de la méthode phéni- 
quée. 


PERSONNES| CATEGORIE] CATEGORIE] CATEGORIE MORTALITE 


BEES traitées p- 100 


0,00 
0,00 


0,00 


Le service antirabique a, en outre, fabriqué pendant l’année 


1953 : 
45 1 de vaccin antirabique phéniqué Aa usage humain et 


90 1 de vaccin a usage vétérinaire. 


11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas traités 
pendant six mois au maximum. 
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Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 


qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent le 
traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 
18° Décés : Néant. 
BIBLIOGRAPHIE 


[1] R. Béquicnon et Ca. Viatar. Ces Annales, 1943, 69, 372. 
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ETUDE DE L’ACTIVITE GRANULOPEXIQUE 
DU SYSTEME RETICULO-ENDOTHELIAL 
AU COURS DE L’INFECTION 
TUBERCULEUSE EXPERIMENTALE DE LA SOURIS 


pat G. BIOZZ1, B. BENACERRAF, F. GRUMBACH 
B.-N. HALPERN, J. LEVADITI et N. RIST (’). 


(Laboratoire de Médecine Expérimentale de la Clinique Médicale 
Propédeutique de l’Hépital Broussais [M. Pasteur VaLiEry- 
Ravot], C. N. R. S., et Institut Pasteur, Service de Recherches 
de la Tuberculose [D* J. Brerey].) 


Au cours de recherches précédentes, nous avons mis au point 
une méthode qui permet d’apprécier quantitativement l’activité 
phagocytaire du systéme réticulo-endothélial chez diverses espéces 
animales [4, 2, 3, 4] en se basant sur |’étude de |’épuration 
sanguine et de l’accumulation dans les organes de particules de 


carbone de dimension donnée (250 A) injectées par vole veineuse. 
Les suspensions de particules, injectées par vole veineuse, dispa- 
raissent du courant circulatoire suivant une fonction exponen- 
tielle : 

as Log C, — Log C, 


= =e 
T3 — 1% 


C=C 26 

C, est la concentration de carbone dans le sang au temps T,. 
C, est la concentration au temps T,. C,, la concentration au 
temps initial. Nous avons appelé K l’index granulopexique qui 
refléte bien exactement pour une dose de carbone donnée |’activité 
phagocytaire des cellules réticulo-endothéliales. Dans tous les cas, 
on retrouve dans le foie et dans la rate approximativement 
90 p. 100 du carbone injecté. Nous avons observé que l’activité 
granulopexique du S.R. E. telle quelle est mesurée par |’index 
granulopexique est d’autant plus grande que les organes, foie et 
rate, responsables de la majeure partie de l’activité phagocytaire, 
sont plus grands ; plus exactement, K varie en raison directe du 
cube du poids du foie et de la rate rapporté au poids du corps 


(*) Manuscrit recu le 8 juin 1954. 
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de l’animal. C’est pourquoi nous calculons un index granulo- 


pexique corrigé a. 
PBST oa 
*=p, VK 


P = poids de l’animal. P, = poids du foie et de la rate. Cet 
index est indépendant des variations de la taille des organes et 
représente donc l’activité phagocytaire par gramme d’organe actif. 
Il s’ensuit que l’index granulopexique corrigé ne présente que des 
variations faibles chez les animaux sains, bien que les variations 
normales de l’importance du foie et de la rate entrainent des 
variations plus importantes de l’index granulopexique. 

Dans les expériences que nous exposons, nous avons appliqué 
ces techniques a l’étude de l’activité du S.R.E. au cours de 
Vinfection tuberculeuse expérimentale de la souris. Nous avons 
choisi la souris car les méthodes d’infection tuberculeuse expéri- 
mentale mises au point chez cette espéce animale [5] permettent 
d’obtenir des résultats homogénes prévisibles et reproductibles en 
un temps relativement court. Cela nous a permis d’apprécier 
exactement |’évolution des défenses de l’organisme au cours de 
infection tuberculeuse et d’analyser les effets du bacille de Koch 
sur le systéme réticulo-endothéhal. 


METHODES. 


Les expériences ont été effectuées sur 75 souris blanches pro- 
venant toutes du méme élevage et Agées de trente a trente-cing 
jours. Elles ont été divisées en trois lots égaux : le premier lot 
sert de témoin; les souris du deuxiéme lot sont infectées par 
voile veineuse avec 0,05 mg de bacilles tuberculeux (poids humide) 
souche humaine virulente H,, Rv, culture en milieu de Dubos 
agée de six A huit jours ; les souris du troisiéme lot sont infectées 
aussi par vole veineuse avec 1 mg (poids humide) de bacilles 
tuberculeux, souche BCG également culture en milieu de Dubos 
dgée de six a huit jours. 

'‘L’aclivité granulopexique des différents lots est étudiée au 
troisiéme, huitiéme, treiziéme, dix-huitiéme jour chez les animaux 
inoculés avec la souche virulente ; au huitiéme, treiziéme, dix- 
huitiéme, vingt-quatriéme, trentiéme et quarante-deuxiéme jour 
chez les animaux inoculés avee le BCG, des souris témoins étant 
étudiées chaque fois en méme temps. Dans ce but, les animaux 
regoivent, par vole veineuse, 16 mg de carbone par 100 g de la 
suspension de carbone C11-143la (Gunther Wagner) préparée 
selon la technique décrite [2]. Avec cette dose de carbone, |’épu- 
ration du sang chez la souris normale se fait en une heure 
environ, Pour étudier la cinétique de la disparition du carbone 
du sang, des prélévements ont été effectués par ponction du plexus 
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veineux rétro-orbitaire qui communique avec le sinus caverneux 
de la souris, a l’aide d’une micropipette de verre marquée 
a 0,025 ml, préalablement lavée avec une solution d’héparine. 
(Le plexus peut étre atteint aisément dans cette espéce animale 
par l’introduction d’une fine pipette de verre dans l’angle interne 
de Yorbite oculaire.) Ce procédé permet de faire de nombreux 
prélévements a des temps précis ; il est parfaitement bien supporté 
par l’animal. 

Le sang prélevé est laqué dans 2 ml de solution de carbonate 
de soude a 1 p. 1000 et les dosages de carbone ont été effectués 
a Vaide de l’électrophotométre de Meunier en lumiére rouge. On 
fait 5 ou 6 prélévements sur chaque souris 4 des temps réguliers. 
Les logarithmes des concentrations de carbone sont portés en 
ordonnées sur un graphique et les temps en abscisses. La courbe 
qui réunit ces points expérimentaux est une droite dont la pente 
est l’index granulopexique K d’aprés la formule : 


log C; — Log Cy —K. (vz graphique 3). 
T, — Ty 


‘Les animaux sont autopsiés aprés la disparition compléte du 
carbone du sang; la rate et le foie sont pesés, l’index granulo- 
pexique corrigé, 


est calculé; « exprime l'activité phagocytaire par gramme 
d’organe pour chaque souris. 

L’expérience, dans le cas des souris infectées avec la souche 
humaine H,, Rv, n’a pas été poursuivie au dela du dix-huitiéme 
jour, date 4 laquelle les derniéres souris de ce lot sont sacrifiées. 
Au dela de cette date, la cachexie terminale perturbe les phéno- 
ménes et les souris meurent de l’infection tuberculeuse. Dans le 
cas des souris infectées par le BCG, l’expérience a été poursuivie 
jusqu’au quarante-troisiéme jour, les souris survivant indéfiniment 
a linfection au BCG. 

Une étude histologique a été conduite parallélement a l'étude 
fonctionnelle de l’activité phagocytaire du S. R. E. sur les deux 
lots de souris infectées et les résultats obtenus ont été analysés 
ensemble. 

R&ESULTATS. 


Pour les 25 animaux du groupe 1, témoin, tous les résultats, 
moyennes et déviations standard, sont calculés et portés sur les 
eraphiques 1 et 2 comme normes au temps 0. Ces souris ont 
été étudiées a des Ages variant entre trente et quatre-vingts jours. 
Entre ces délais, nous n’avons pas observé de variation signifi- 
cative en rapport avec l’Age des animaux. 
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Pour les animaux des groupes 2 (H,, Rv) et 3 (BCG), les 
résultats obtenus le méme jour sont réunis et les moyennes des 
résultats sont présentées dans les graphiques 1 (Her Rv) et a 
(BCG). On peut voir sur ces graphiques |’évolution simultanée 


DEVIATION 
STANDARD 
NORMALE 


gnesy 8 13 4 8yours 


GrapaigueE 1. — Evolution de l’index granulopexique K, de l'index granulopexique 


c 
corrigé a et du poids relatif du foie et de la rate ae au cours de l'infection de 
0 


la souris par le B. K. H,, Rv (0,05 mg, poids humide), a partir des valeurs 


normales représentées par la moyenne’ de 25 témoins avee leurs variations 
standard. 


de l’index granulopexique K, du poids relatif du foie et de la 


P, 
rate p et de Vindex corrigé au cours de l’infection, 4 partir 


a 
des valeurs normales représentées par la moyenne des 25 témoins 
avec leurs variations standard. 


L’index granulopexique moyen des souris témoins est de 
0,023 + 0,016 et Vindex corrigé 38,8 + 0,4. Chez les souris 
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témoins, le foie et la rate représentent en moyenne la quinziéme 
partie du poids du corps. 


ne les souris tuberculisées par la souche virulente ou par 
e BCG, il faut considérer deux phases bien distinctes. Premiére 


6 


4 Sh OEVIATION 
STANDARD 
NORMALE 
3 
a 
2 
15 : 
10 
Po 
S 
OAS 
0.1 
0.05 
Tn ay ae ee BEAR ON. 
ISTANDA 
K INORMA LE 
i as) ily 4 31 43 sours 
GrapHiguE 2. — Evolution de lindex granulopexique K, de JVindex granulo- 


c 
pexique corrigé a et du poids relatif du foie et de la rate eee. cours de infection 
) 


de la souris par le BCG (1 mg, poids humide), 4 partir des valeurs normales 
représentées par la moyenne de 25 témoins avec leurs variations standard. 


phase : au cours des dix-quinze premiers jours, l’activité phago- 
cytaire augmente considérablement pour atteindre trois fois 
Pactivilé normale dans le cas des souris infectées avec du bacille 
virulent et cing 4 sept fois dans le cas des souris infectées avec 
du BCG. Le poids des organes fixateurs, au cours de cette pre- 
miére phase et sous |’influence de I’infection, augmente aussi trés 
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rapidement jusqu’au double du poids normal, puisqu’il atteint 
1/6 du poids du corps. Dans ces circonstances et dans cette 
premiére phase de l’infection, la relation entre le poids des 
organes fixateurs, foie et rate, et la vitesse de fixation du carbone 
est conservée, ce qui fait que l’activité phagocytaire par gramme 
d’organe a ne s’éloigne pas de la normale. L’augmentation consi- 
dérable de l’aclivité phagocytaire K observée dans cette premiére 
phase doit étre attribuée a l’augmentation corrélative de la taille 
du foie et de la rate par néoformation cellulaire sous l’action de 
infection tuberculeuse. 

En revanche, dans une deuxiéme phase qui commence vers le 
douziéme jour pour les souris inoculées avec la souche virulente 
et vers le dix-huitiéme jour pour les souris inoculées avec le BCG, 
l’index K revient rapidement vers la normale, bien que le poids 
des organes fixateurs reste trés élevé. 

La raison de cette évolution nous est fournie par l’étude histo- 
logique. Au cours de la premiére phase on ne trouve au niveau 
du foie et de la rate, que des lésions discrétes qui ne peuvent 
a elles seules expliquer l’augmentation du poids des organes 
(pl. fig. 1). On est donc obligé d’admettre une hyperplasie 
elobale des organes, c’est-a-dire une augmentation du nombre 
des cellules hépatiques comme du nombre des histiocytes. Par 
contre, au cours de la deuxiéme phase, on observe dans le foie 
et dans la rate des lésions micronodulaires dont les macrophages 
ne fixent pas le carbone (pl., fig. 2). Ceci explique la baisse de 
activité par gramme d’organe, l’organe fixateur étant bourré de 
lésions qui n’ont plus de pouvoir phagocytaire envers les parti- 
cules de carbone injectées. 

Il est impossible de savoir cependant si cette incapacité de 
prendre le carbone que présentent les cellules des nodules tuber- 
culeux tient a ce que les cellules sont intoxiquées par les bacilles, 
ou plutét a ce qu’elles sont immobilisées dans le nodule et désor- 
mais hors de contact avec le courant circulatoire sanguin. 

Il n’y a done pas de différence essentielle de nature entre le 
comportement du S. R. E. des souris inoculées avec la souche 
virulente et des souris inoculées avec le BCG. Les phénoménes 
réactionnels cependant, tels que l’augmentation de l’activité phago- 
cytaire, sont moins spectaculaires chez les animaux inoculés avec 
le bacille virulent. De plus, la diminution de Vactivité phagocytaire 
par gramme d’organe (a), qui correspond A la formation de lésions 
importantes, apparait beaucoup plus rapidement chez ces der- 
niéres souris et elle est considérable. Ceci est d’autant plus 
remarquable que les animaux infectés avec le bacille virulent 
nont regu que 1/20 de la dose que nous avons administrée aux 
animaux infectés avee le BCG. 


Aprés le vingtiéme jour, il n’y a plus de comparaison possible 
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puisque les souris inoculées avec la souche virulen'e meurent 
entre le vingtiéme et vingt-cinquiéme jour, tandis que les souris 
inoculées avec le BCG guérissent lentement. Cette guérison, on 
la voit s’ébaucher déja vers le quarantiéme jour, lorsque l’activité 
phagocytaire par gramme d’organe amorce un retour vers la 
normale. 

Pour illustrer l’accélération de la vitesse d’épuration du car- 
bone au cours de la premiére phase de l|’infection tuberculeuse, 


TEMOINS 


a 


O 
QO 


“3u0uRS 


18 50uRs 


LOG IC ONC 3OARIBONE 


26 (Oe ZO Fe SOMINUTES, 


GrapHigue 3. — Cinétique de Il'épuration sanguine du carbone pour la dose 
de 16 mg de carbone pour 100 g injectée par voie veineuse, chez les souris 
témoins et chez les souris infectées avec le BCG (1 mg, poids humide) au huitiéme 
jour, treizitéme jour et dix-huitiéme jour de leur infection. 


nous donnons pour exemple les résultats obtenus chez les animaux 
infectés avec le BCG. Nous présentons dans le graphique 3 les 
courbes moyennes d’épuration du carbone obtenues chez ces 
souris le huiltiéme, treiziéme et dix-huitiéme jour de l’infection 
et également la courbe moyenne obtenue chez les témoins. 
L’étude indépendante de ]’évolution du poids du foie et de !a 
rate au cours de l’infection tuberculeuse n’est pas sans intérét. 
Nous avons présenté dans le graphique 4 1’évolution du poids du 
foie et de la rate au cours de l’infection par le BCG et par la 
souche virulente. Ces valeurs ont été ramenées 4 un poids corporel 
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de 20 g pour permettre les comparaisons. Nous voyons que 7‘ 
poids du foie atteint le double de sa valeur normale et que la 
rate augmente de quatre fois. Les valeurs maxima sont observées 
vers le dix-huitiéme jour pour les deux groupes d’animaux. Bie 
la taille des organes, mais plus spécialement celle de la rate, 


iO 22 FS Aeros 


Grapnigue 4. — Evolution du poids du foie et de la rate rapportés au poids cor- 
porel de 20 g, chez les souris infectées avec le BCG (1 mg, poids humide) et 
avec le B. K. H,, Rv (0,05 mg, poids humide) 4 partir des valeurs normales 
moyennes de 25 souris témoins. 


diminue chez les animaux infectés par le BCG 4 mesure qu’ils 
évoluent vers la guérison. 


Discussion. 


La souris infectée avec le bacille tuberculeux présente rapide- 
ment une augmentation considérable et insoupgonnée de la fonc- 
tion phagocytaire du systéme réticulo-endothélial. Méme dans le 
cas des animaux infectés avec la souche virulente H,, Rv et au 
stade terminal de leur maladie, l’activité phagocytaire du 5S. R. E. 
reste plus élevée que la normale. L’augmentation de l’activité du 
S. R. E., qui peut atteindre chez les animaux infectés avec le BCG 
jusqu’a sept fois la valeur normale, s’explique par l’augmentation 
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de la taille du foie et de la rate qui sont responsables de cette 
activité. 

Ces expériences permettent de souligner d’une part les res- 
sources remarquables de réaction de l’organisme lorsqu’il est 
attaqué, et d’autre part l’effet stimulant du bacille de Koch sur le 
réticulum dans la premiére phase de l’infection. Cet effet stimulant 
sur le réticulum doit s’accompagner d’une prolifération des 
cellules du parenchyme hépatique également, puisque l’augmen- 
tation du nombre des histiocytes visibles au microscope est trop 
faible pour justifier l’élévation du poids du foie au cours de cette 
premiére phase. On connait l’effet stimulant du B.K. sur les 
histiocytes tissulaires et les granulomes que produit l’injection 
locale du B. K., méme tué. A ce phénoméne se rattache l’usage 
de l’injection de B. K. comme adjuvant en immunologie [6]. 

Les expériences que nous présentons permettent cependant de 
chiffrer l’effet de l’infection avec le bacille tuberculeux virulent 
et avirulent sur le S. R. E. Lurie [7] avait observé que les cellules 
mononucléaires de ]’animal infecté avec le B. K. se montrent plus 
actives in vilro dans la phagocytose non seulement des bacilles, 
mais aussi des particules de collodion et de carbone. A cété de 
ces observations qui font intervenir des modifications fonction- 
nelles des cellules elles-mémes, les résultats de nos expériences 
nous suggérent que, dans le cas de Jlinfection tuberculeuse, 
augmentation globale de l’activité phagocytaire du S. R. E. est 
plutdt paralléle a l’accroissement du nombre des cellules parti- 
cipant normalement 4 la phagocytose des particules. 


RESUME. 


On a étudié l’activité granulopexique du S. R. E. chez la 
souris infectée expérimentalement soit par le BCG, soit par la 
souche virulente H,, Rv. 

On observe deux phases distinctes : 

1° L’activité du S.R.E. est tout d’abord considérablement 
augmentée dans les deux cas. Cet effet est en rapport avec une 
hyperplasie trés importante des organes fixateurs, foie et rate. 

2° Dans une deuxiéme phase, l’activité granulopexique globale 
diminue et tend a revenir a des valeurs normales, bien que la 
taille des organes, foie et rate, reste encore trés élevée. I] s’ensuit 
que Vactivité phagocytaire par gramme d’organe est diminuée. 
Cette diminution est en rapport avec l’étendue des lésions tuber- 
culeuses. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 4. — BCG. Carbone septiéme jour. Foie de souris. Nombreux 
micronodules. Le carbonne est dans les cellules de Kupffer des sinusoides, 
mais ne pénétre pas dans les nodules. 


Fic. 2. — BCG. Carbone quarante-deuxiéme jour. Foie de souris. Trés nom- 
breux micronodules macrophagiques disséminés, limités et circonscrits, en 
voie de résorption. Seules les cellules de Kuptfer sont chargées de carbone. 
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I. — InrropucrTIon. 


La toxine diphtérique a été isolée a ]’état de haute pureté par 
Pappenheimer [4]. Le produit qu’il a obtenu ne contenait que des 
traces d’autres protéines (5 p. 100). Son activité spécifique trés 
élevée était de 2170 UF/mg N et 60 a 87000 DMM 
{cobaye)/mg N. Lepow et Pillemer, en 1952 [2], ont obtenu par la 
méthode de Pappenheimer une toxine purifiée dont les caractéris- 
tiques sont du méme ordre de grandeur (2 400 UF/mg N). Cette 
substance est A peu prés homogéne a 1’électrophorése. 

La présence de plusieurs protéines distinctes dans des prépara- 
tions de pureté équivalente et dans des échantillons de la toxine 
purifiée de Pappenheimer a été signalée par Pope et coll. [8]. 

Dans les divers échantillons de toxine purifiée qu’il a employés 
et qui titraient environ 2 000 UF/mg N, Ouchterlony avec ses col- 
laborateurs [4] a trouvé aussi plusieurs (4 4 6) constituants. Dans 
ses préparations les plus pures, Bowen [5] trouve aussi plusieurs 
constituants antigéniques (4 a 7). 

La sensibilité de la méthode de précipitation spécifique en gel 
pour la détection de l’hétérogénéité d’une préparation protéique 
permet de supposer que des impuretés peuvent ainsi étre décelées 
dans une préparation de toxine purifiée, sans que leur présence 
conduise a une modification nettement appréciable du rapport d’ac- 
tivité (UF/mg N, DMM/mg N, etc.). 

(*) Ce travail a été effectué avec l’aide du C.N.R.S. et de l’Organi- 


sation Néerlandaise de Recherches pures (Z. W. O.). 
(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1954. 
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Nous nous sommes proposé au cours de ce travail la réalisa- 
tion des objectifs suivants : 

1° Mettre au point une technique simple de purification de la 
toxine diphtérique ; 

2° Suivre la purification par l’analyse immunologique des diffé- 
rentes fractions en employant la technique de précipitation spéci- 
fique en gel de Oudin [6, 7, 8]. 


II. — MatTERIEL ET METHODES. 


La toxine diphtérique a été préparée avec la souche Park Wil- 
liams n° 8, variété Institut Pasteur et variété Toronto, sur trois 
milieux différents : 

1° Milieu Loiseau-Philippe [9] ; 

2° Milieu Drew-Mueller [40] ; 

3° Milieu hydrolysat de caséine-acide glutamique. 

Ce dernier milieu est un milieu de type Mueller-Miller [44] 
modifié en tenant compte des observations de Holt [42] et des 
résultats que nous avions obtenus avec le milieu Drew-Mueller. 
I] se prépare de la facon suivante : 


Solution 1: 


Hydrolysat de caséine commercial, en poudre (1). ... . 10 ¢ 
Chlorhydrate d’acide /(+) glutamique........... ag 
Hated still somes ac) arta: Fong RO ud eee q.s.p. 200 ml 


On dissout 10 g d’hydrolysat de caséine dans 40 ml d’eau. On 
agite au bain-marie jusqu’é dissolution presque compléte. Le 
résidu insoluble est éliminé par filtration sur papier. On pré- 
pare par ailleurs une solution contenant 4 g de chlorhydrate 
d’acide 1 (+) glutamique dans 40 ml d’eau portée a 80° que |’on 
filtre. On mélange ces deux solutions et on ajoute 8 ml de la 
solution de phosphates de composition : 


POLE Hae chee eee oe Ce 42,5 


g 
POINagH 12H 6 Oo eng cake cae) rants cen ee ene ae 312,5 g 
Haw aistillger hss, ae een eee Meee ee ee 4000 ml 


On ajoute 1 ml de CaCl,2H,O a 10 p. 100 et de l'eau distillée 
pour porter le volume a 200 ml. 

On ajuste le pH a 7,6 par addition de soude 10N apres refroi- 
dissement 4 20°. On chauffe alors au bain-marie a 80° pendant 
cing 4 dix minutes. On filtre. On laisse refroidir. On ajoute alors 
0,5 ml de CaCl,2H,O 4 10 p. 100. On réajuste le pH a 7,6 et on 
porte 4 Vautoclave a 120° pendant vingt minutes. On filtre sur 
papier 4 la sortie de l’autoclave le liquide encore chaud. 

La solution stock ainsi préparée peut étre conservée sous chlo- 


@) Hydrolysat enzymatique de caséine préparé par l’Industrie Biolo- 
gique Francaise. Teneur en N: 11,7 p. 100. 
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roforme a 0°. Elle est concentrée 5 fois par rapport au milieu 
final. Il y a intérét 4 éliminer le fer sur cette solution concentrée, 
parce que |’élimination est ainsi quasi compléte en une seule 
opération. (Taux de fer résiduel de la solution stock [concentra- 
tion x 5 par rapport au milieu final] : environ 160 A 200 ug 
de fer par litre.) 

Le milieu définitif est préparé de la facgon suivante : 


SOMO MES LOCK Oe te ane feet meen nce re ene te heer 200 ml 
Solution 2 de Drew-Mueller modifiée (2).......... 2 ml 
Solution :3:deyMueller-Milleri-<. 202 4.5 05 4 as « wuss 2 mil 


Solution de SO,Fe. 7H,0. q.s.q. optimum de toxinogénése 


On compléte 4 1000 ml avec de I’eau distillée exempte de fer. 
Le pH est ajusté 4 7,6 avec de la soude 10 N. 

On répartif : pour la plupart des cultures, nous avons réparti 
250 ml de milieu dans des ballons Fernbach de 2 litres (diamétre 
des ballons : 21 cm, hauteur : 10 cm). 

On stérilise vingt minutes a 115°. On laisse le milieu au repos 
pendant vingt-quatre heures et on ajoute stérilement la solution 
de maltose 4a 50 p. 100; 28 ml par htre de milieu (taux final : 
14 g par litre). 

La solution de maltose est préparée de la facon suivante : 


Maltose ele ate gat torkatd © foie Roa mihs Pim Royer) eel ome 250 g 


Faire dissoudre en chauffant au bain-marie vers 80°. Ajouter 
2,5 g de CaCl,2H,O pulvérisé. Aprés dissolution, filtrer sur 
papier. Ajouter 100 ml de solution de PO,Na,H.12H,O a 
10 p. 100. Compléter a 500 ml. Ajuster le pH a 7,6 avec 
NaOH 10 N. Chauffer au bain-marie jusqu’a 60°. Filtrer aussitdt 
sur papier. 


TABLEAU I. 
FER TOTAL FER AJQUTE Kf 
UF 
Microgrammes/litre Microgrammes/litre minutes 

LE Rey oe tse eiel el ts Men's: s,s) Xe 0 10 45 
SIINO'= se Gs Ghecs G scat CIDE CECE 60 40 4 
UODie a sd 8s Gg G0 aioe ap 6 420 57,5 al 
PAU A sec yc cee Cee Gea! kG boy Sho. aa 160 62,5 4 
PANNA WS Willow a aa ONS b= oa Onan ec 210 45 4 
LIN eS. och A ae PONG SO 400 0 = 


(2) La modification consiste dans l’addition de 12,5 mg de thiamine 
pour 100 ml de solution 2 (donnant une concentration finale en thia- 
mine de 0,25 mg/litre). 
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Réajuster le pH a 6,6-6,8. 

Stériliser par filiration sur bougie. 

La tencur résiduelle en fer du milieu final est comprise entre 
40 et 50 pg/litre. L’azote total du milieu avant addition de cystine 
est de 1,49 g par litre. La concentration optimale en fer de ce 
milieu pour la toxinogénése étant de 200 yg/litre, la quantité de 
fer A ajouter est d’environ 160 pg/litre. 

Semence. — On utilise comme semence une culture effectuée 
avec agitation dans le méme milieu. Cette culture est faite soit en 
ballon de Fernbach, soit de préférence en gros tubes cylindriques 
de 500 ml de capacité contenant 100 ml de milieu. L’agitation 
obtenue par une machine A agiter 4 60 oscillations par minute 
est maintenue pendant quarante-huit heures. On obtient ainsi une 
culture trés dense (environ 0,34 mg N/ml). 

On ajoute 1 ml de cette suspension par ballon de Fernbach 
(250 ml de milieu). L’incubation est effectuée 4 35° pendant huit 
jours. 

Si on emploie 500 ml de milieu dans des ballons de Fernbach de 
2 litres, le taux final de toxine est plus faible (environ 45 UF/ml 
pour la concentration optimale de fer) et Vincubation doit étre 
prolongée jusqu’a onze jours. 

La floculation a été faite par la technique de Ramon [43]. Le 
volume de toxine employée est de 1 ml. Pour les fractions concen- 
trées obtenues au cours de la purification, la toxine est diluée en 
milieu peptoné de facgon a obtenir une concentration comprise entre 
0 et 100 UF /ml. 

On ajoute ensuite le sérum floculant (5 4 100 UF) par incrément 
devo WE: 

DMR : La dose minima réactive est déterminée par la tech- 
nique de Jerne [44] sur lapin. Elle est définie avec Jensen [45] 
comme la plus faible dose qui, injectée sous le volume de 0,1 ml 
par voie intradermique au lapin blanc, provoque au bout de 
quarante-quatre heures une.zone d’érythéme de 8 mm de diamétre. 
_ La DMM a été déterminée sur cobaye de 250 g par injection 
intra-musculaire (délai d’ observation, quatre jours). 

La DM50 a été calculée par la méthode de Reed et Muench [16]. 

Toutes les dilutions de toxine sont effectuées a 0° en eau pep- 
tonée salée : 


Ni) OU aeges hooey Men Me bs eens wg ns 6 Sask op oc 9¢g 
Peptone ter eg crete. cane sce ee a 10 g 
Baw Gistilleerme i to Saetncuc ete eee ree q.s.p. 41 000 ml 
(pH = 7,4). 
Précipitation spécifique en gel. — Nous avons employé la 


méthode de précipitation spécifique en gel de Oudin Ks ey eet 3 
suivant les modalités techniques de Oakley et Fulthorpe [17]. 
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La gélose est lavée plusieurs fois a 0° suivant les recomman- 
dations de Oudin [8]. La concentration finale dans les milieux 
gélifiés (couche inférieure et couche intermédiaire) était de 0,75 g 
p. 100: 

Les tubes employés étaient des tubes A hémolyse de 8x 100 mm. 

La couche inférieure gélifiée occupe 1 cm de hauteur, la couche 
intermédiaire gélifiée 2 cm de hauteur. On verse sur cette derniére 
0,5 mil de la solution antigénique a tester. Dans tous ces produits, 
la stérilité est assurée par addition de merthiolate (concentration 
finale & 1 p. 10000). Les tubes sont placés dans une chambre 
étuve (température 35°). On peut ainsi les examiner sans modifier 
la température. On a déterminé les durées optimales d’observation 


o € Camera. 


Plague de Verre 
x tube 
Be es t | 


Lampe 
«<— Plaque metallique police 
(amovible) 


Papier noir 


papier blanc 


Fie. 4 


qui sont de une, deux et trois semaines. Pour chaque expérience, 
on effectue done 2 ou 3 séries semblables. La premiére est retirée 
de la chambre étuve au huitiéme jour, la deuxiéme au quinziéme 
jour, la troisi¢me éventuellement vers le vingtiéme jour, pour étre 
photographiées. 

Technique photographique. — Les tubes, placés sur un fond 
noir et éclairés par réflexion, sont photographiés avec un appareil 
a film de 35 mm. Nous avons employé l’appareil Rectaflex (objectif 
Zeiss-Tessar 2,8/50, plus tube de rallonge) chargé avec du film 
Kodak-Microfile. L’éclairage est assuré par une lampe Philips- 
Photocrescenta 115-150 watts, type PF 605 B/88. Temps de pose : 
1 sec, {/4, (figs 1): 

La situation des bandes dépend de divers facteurs dont l'étude a 
été faite par Oudin (8]. Lorsque l’antigéne et l’anticorps sont a 
l’équivalence, la bande de précipité, avec le sérum de cheval anti- 
toxique, a une position fixe (ne changeant pratiquement pas avec 
le temps). La situation de cette bande dans la zone intermédiaire 
dépend dans la technique Oakley de la dimension de cette zone. 
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La répartition réalisée ne permet pas de fixer cette dimension avec 
une grande précision. On peut effectuer facilement une correction 
graphique basée sur le fait que la distance entre la ligne de départ 
(ligne de séparation entre la couche intermédiaire gélifice et la 
couche supérieure liquide) et la bande de précipite spécifique est 
proportionnelle a la longueur de la couche intermédiaire. 

On mesure de facon précise la position de ces lignes sur des 
agrandissements photographiques ou directement sur le tube au 
compas. 

Si l’antigéne est en concentration supérieure a la concentration 


antigene 
(100 uF/m£) 


gelose 


Serum. 
N2g06 
(100 uF/mé) 


Fic. 2. — Purification de la toxine diphtérique préparée sur milieu hydrolysat 
de caséine-acide glutamique. Précipitation spécifique en gel. Les nombreux 
constituants de la fraction M ne sont pas tous visibles sur la figure 4, certains 
n’apparaissant que pour des concentrations élevées d’antigéne (cf fig. 3). 


équivalente, la bande de précipité qui apparait au bout de quel- 
ques jours est d’abord mince, s’élargit par la suite et se déplace 
sur la région d’anticorps. 

La température a été maintenue constante pendant toutes nos 
expériences, pour éviter les artefacts éventuels provoqués par les 
variations de température. 

Quand une préparation est complexe du point de vue antigé- 
nique, il est trés peu probable qu’avec un sérum donné, on soit 
en méme temps a l’équivalence pour les différents systémes. La 
concentration en anticorps antidiphtériques ayant été laissée fixe 
(100 UF/ml) dans la couche inférieure, nous avons vérifié ce fait 
en utilisant des concentrations croissantes d’antigéne : 25, 50, 100, 
250, 500, 1 000 UF /ml. 
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Il apparait, en effet, que pour affirmer la présence d’un seul 
systeme antigénique dans une préparation purifiée, il faut la tester 
avec toute une gamme de concentrations, certains antigénes acces- 


T22 concentration 
variable 
(50 4 1000 uF/me ) 
gelose 
, Serum N7g06 
(loour/me ) 


fic. 3. — Purification de la toxine diphtérique obtenue sur milieu hydrolysat 
de caséine-acide glutamique. Précipitation spécifique en gel, avec la fraction T, 
Dans le tube 100, & l’équivalence pour Ja toxine, on n’observe qu’une seule 
ligne. La préparation pourrait sembler pure. Si on augmente suffisamment 
la concentration de l’antigéne (1 000 UF/ml), on voit apparaitre une série de 
lignes qui correspondent trés propablement, tout au moins pour certaines 
d’entre elles, & des constituants présents a faible concentration dans la 


préparation. 
= Ma concentration 
variable 
7 gelose 
| | Serum eee. 
i | loo UF/m 


Fic. 4. — Influence de la concentration relative de l’antigéne et de l’anticorps 
sur le nombre de lignes. M préparé & partir de Loiseau-Philippe. 


soires en concentration faible pouvant ne se manifester par un 
précipité que pour des concentrations distinctes de la concentra- 
tion équivalente pour l’antigéne principal (ici la toxine diphté- 
rique). 
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On peut admettre en premicre approximation que le nombre 
de lignes que l’on peut ainsi déceler correspond a autant de cons- 
ituants distincts dans l’antigéne. Certaines réserves sont a faire 
au sujet de la correspondance exacte entre le nombre de lignes 
et le nombre de systémes précipitants, comme l’a indiqué 
Grabar [48], d’aprés les observations faites dans son laboratoire 
par M™° Kaminski [49] et par Burtin [20]. Avec ces réserves, nous 
admettrons que le nombre de lignes que nous observons en étu- 
diant une préparation diphtérique donnée par notre sérum de 


Mou CY 
(250 UF/me) 


gelose 


Serum gob oul3io 


(loo UF/ me) 
M cy Pa] cy 
ee tC 
go6 1310 
Fic. 5. — Précipitation spécifique en gel. Les fractions M et Cy, préparées & 


partir du milieu Loiseau-Philippe, ont été testées contre le sérum complexe 
n° 906 (tube 1 et 2) et contre le sérum 1310 (tubes 3 et 4). On peut constater que 
le sérum 4310 ne contient qu’un nombre relativement restreint d’anticorps. 


cheval le plus complexe (sérum n° 906) correspond a autant d’anti- 
eénes distincts. 

Nous avons employé 2 sérums de cheval : 

1° Sérum purifié de l'Institut Pasteur n° 906. Ce sérum a été 
purifié par la méthode Amoureux-Yeu [24] 4 partir d’un mélange 
de sérums prélevés chez divers chevaux immunisés avec de l’ana- 
toxine brute. Il contient, comme le montrent les résultats ci-des- 
sous, de nombreux anticorps (plus de 15) vis-a-vis des divers 
antigénes présents dans les filtrats de culture brute du_bacille 
diphtérique ; 

2° Sérum simple n° 1310 non purifié. Ce sérum a été préparé 
par injection au cheval d’une anatoxine diphtérique purifiée 
(préparation C y provenant d’un milieu Loiseau-Philippe, titrant 
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875 UF/mg N). Il ne contient que 2 anticorps anti-antigénes diph- 
tériques en dehors de l’antitoxine, avec la technique utilisée. 

Technique de purification. — 1° La premiére précipitation a 
partir de la toxine brute est effectuée par l’acide métaphospho- 
rique, suivant une technique décrite antérieurement par Raynaud, 
Turpin et coll. [22, 23]. Le produit obtenu est désigné par la 
lettre M. Le précipité est redissous en tampon acétate 0,150 M 
de pilus 1,0). 

2° La solution M est ensuite fractionnée par addition d’une 
solution concentrée de phosphates (PO,KH, + PO,K,H,.3,5 M, 
pH = 7,0) préparée selon Butler et . Montgomery [24] et 
Derrien [25]; Pope et coll. [8] ont utilisé cette technique 
(a pH = 7,4) pour fractionner wne toxine brute préalablement 
concentrée par ultrafiltration. 

Ce fractionnement montre, comme l’ont déja vu les auteurs 
précédents et comme l’ont constaté avec le SO,Am,, Eaton [26] 
et Pappenheimer [4] et plus récemment pour l’anatoxine Kuro- 
kawa, Murata et coll. [27, 28], que des composés de faible valeur 
floculante par milligramme d’azote et de Kf prolongé précipitent 
pour les faibles concentrations salines. Nous pensons que ces 
produits sont des mélanges d’antigénes microbiens sans rapport 
direct avec Ja toxine et de toxine diphtérique plus ou moins 
dénaturée. 

Nous avons isolé les fractions suivantes (tableau II) : 


TaBLeau I]. ° 
FRACTION Pp. 100 PHOSPHATES 
[Dy BPS. Bile Ga. Gis SO as cree pe ae oe 0 — 40 
oa ere rece eurelrentalhcbsvas Seretototycune sme cataraecainep sire MY cakes 40 — 55 
125 oOo: 6 Oration. (neoh kc! Oo gOrbo BOmos Oo eaekckms OmCe 55 — 15 


Les caractéristiques de ces trois fractions, P,, P,, P,, varient 
suivant la nature du milieu utihsé pour la préparation de la 
toxine (cf. tableaux V, VI, VII). Mais la toxine non dénaturée se 


TaBLeAu III 


p. 100 DE SATURATION 


Siwy: -ctaeaurded ye eet 0 — 35 (1) 0 — 57 (2) 
a i AE aa 35 — 50 57 — 80 
Some ctr meet eye 50 — 67 > 80 


(1) Milieu Loiseau-Philippe. | ' ; 
(2) Milieu hydrolysat de caséine-acide glutamique. 
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trouve toujours dans la fraction P, qui est seule utilisée pour les 
stades ultérieurs ; 

3° P, est redissous en acétate 0,150 M, pH = 7,0 et fractionné 
par le SO,Am, (tableau ITI). 

La toxine non dénaturée se trouve avec un bon rendement 
(80 p. 100 en moyenne) dans la fraction S, dont les caractéristi- 


TaBLeau IV. 
FRACTION SO,Amg, (ep. 100 DE SATURATION) 
Tioains sete gare tes Sie ae eee 0 — 62,5 
HN SMe ic, ass aro) aCe es Cho ome « 62,5 — 80 


ques, variables suivant le milieu, sont rapportées aux tableaux 
correspondants (V, VI, VII) ; 

4° Adsorption sur albumine C y selon Pappenheimer [4]. Diverses 
impuretés sont adsorbées dans les conditions indiquées par Pap- 


TasLgeau V. — Purification de la toxine diphtérique 
préparée sur milieu Loiséau-Philippe. 
Les rendements pour les fractions successives sont calculés en pour 100 du 


premier précipité M. Pour M, le rendement est calculé par rapport a la toxine 
brute. 


Kf min. 


1 
Fraction } UF/ml Observa- 
' 


H 6/3 : 4/3 H 
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penheimer 4 pH = 9,0. Le surnageant aprés dialyse est appelé 
fraction C y. 

5° Nouveau fractionnement par SO,Am, (tableau IV). 

La fraction T, est éliminée ; la fraction T, aprés dialyse cons- 
titue la toxine purifiée. 

Les résultats du fractionnement schématique ci-dessus varient 
avec le milieu employé pour la production de la toxine, comme 
le montrent les tableaux V, VI, VII. 

Nous indiquons dans le tableau VIII le nombre de lignes, cor- 
respondant vraisemblablement au nombre minimum d’antigénes 
distincts, des diverses fractions testées avec le sérum 906. 
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TasBLeAu VII. — Purification dé la toxine diphtérique 
préparée sur milieu Drew-Mueller. 


La purification n’a pas été continuée en raison des résultats du premier frac- 
tionnement qui montre que la toxine préparée sur milieu Drew-Mueller contient 


une proportion importante de protéines distinctes de la toxine. 
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DISCUSSION ET RESUME. 
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écrite permet de préparer une 


La méthode que nous avons d 
toxine diphtérique de pureté élevée par une s 


tions simples et bien reproductibles. 


épendent du milieu 


Les caractéristiques du produit final d 
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employé pour la préparation de la toxine, 
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Avec une toxine préparée sur milieu complexe (Loiseau-Phi- 
lippe), on obtient une préparation (C y) titrant 875 UF/mg N. 

On pouvait penser a priori que le milieu synthétique de Drew- 
Mueller qui ne comporte que quelques amino-acides et des fac- 
teurs de croissance permettrait une obtention trés rapide de la 


Tasieau VIII. 


FRACTION 

MoS See ete eee om Pins re OtlO (a) 8 au moins [2](*). 

Dat ciaah “caine Sox giao ure Te Sl 6 8 au moins. 

Py 7 7 au moins. 

P 5 4 dont une trés nette. 
SES ged tel aber gr wes ae aria _ 4 dont une trés nette. 
Gia AelareStrete S00 5 4 dont une trés nette. 
Nairn Cuaecre sr uca eager eco — 4 dont une trés nette. 


(1) Fractions obtenues a partir de la toxine prépar¢e sur milieu Loiseau-Philippe. — 

(2) Fractions obtenues a partir de la toxine préparée sur le milieu hydrolysat de caséine. 

(*) Gertaines zones sont larges et peu distinctes. Elles correspondent probablement a 
plusieurs antigénes. 


toxine pure. Comme le montrent les résultats du tableau VI, il 
n’en est pas ainsi, tout au moins pour la technique de purification 
adoptée. Comme cependant cette technique employée avec un 
milieu trés voisin (hydrolysat de caséine + acide glutamique) 
permet d’obtenir une toxine de haute pureté, comparable aux 
échantillons préparés par Pappenheimer et Pillemer et Lepow, 
nous pensons que la simplicité du milieu n’est pas une garantie 
pour la réussite de la purification. 

L’expérience réalisée prouve que la complexité du mélange de 
protéines et d’autres substances (nucléoprotéines), qu’une culture 
bactérienne fait apparaitre dans le milieu de culture, dépend de 
Ja composition de ce dernier. Le milieu synthétique de Drew- 
Mueller donne a ce point de vue un mélange plus complexe que 
le milieu hydrolysat de caséine-acide glutamique. 

La toxine diphtérique obtenue sur ce dernier milieu a pu étre 
purifiée. 

Le produit final a une activité élevée : 2365 UF/mg N, 
95 000 DMM /mg N ; 6,63.108 DMR/meg N. Malgré cela, il semble 
contenir en plus de la toxine proprement dite, 2 ou 38 constituants 
antigéniques, en proportion probablement trés faible, dont on 
peut reconnaitre la présence grace a la technique de précipitation 
spécifique en gel. Nous nous proposons d’éliminer par voie 
chimique ces constituants parasites, avant d’étudier d’autres tesls 
de pureté du produit obtenu. 
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LA FICHE RETICULO-ENDOTHELIALE 


VI. — LE POINT DE VUE QUANTITATIF ET LE PROBLEME 
DES SEROGRAMMES 


par G. SANDOR, G. LAGRUE et M"+ Y. Lz BOT (*). 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Physique.) 


Dans la troisitme communication de cette série [4 a] nous avons 
décrit la méthode néphélométrique simplifiée d’Adner {2] et de 
Vargues [3], puis dans la cinquiéme communication [4b] nous 
avons donné par cette technique les limites des variations physio- 
logiques chez Vhomme. Cependant, jusqu’é maintenant nous nous 
sommes réservé d’apporter un jugement définitif quant a la 
valeur de cette technique. En effet, dans expression proportion- 
nelle, la seule valable d’aprés notre expérience, la technique 
simplifiée nous semblait dépourvue de sensibilité et de fidélité. 
Seule notre confiance dans la valeur du travail de notre collabo- 
rateur Vargues nous a forcé de persévérer dans cette voie. Or, 
il s’est avéré qu’eifectivement la méthode néphélométrique simpli- 
fiée redonne exactement les mémes résultats que ceux obtenus par 
notre technique primitive si le standard physiologique de compa- 
raison est convenablement exprimé. De certains points de vue elle 
est méme supérieure 4 l’ancienne méthode. Mais, dés lors, avant 
d’exposer les résultats de nos expériences a ce sujet, nous devons 
rendre hommage au travail de Boselli [4] qui, avant nous, a étudié 


les états humoraux par une technique trés proche de celle d’Adner 
et de Vargues. 


R&ECAPITULATION RAPIDE DE LA TECHNIQUE. — Primitivement, nous 
avons décrit une technique par 10 points [1a et bj, mais pour 
rendre les diagrammes dans tous leurs détails il faut, en réalité, 
un minimum de 12 points. Aussi nous récapitulons briévement la 
technique néphélométrique, de ce fait, légérement modifiée : 

0,84 ml de sérum est prélevé dans une fiole jaugée de 125 ml. 
On compléte au trait de jauge avec du tampon phosphate de 
Clark et Lubbs M/500 de pH 7,6 47,7. (Le sérum dilué est distribué 


* Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1 avril 1954. 
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par portions de 10 ml dans 12 fioles numérotées de 1 a 12, dans 
lesquelles on ajoute, tout d’abord, les volumes suivants de tampon 
diluant : 


Neidesfioleste 1 02 35 84 95) 76 | 8 9 40 41 42 
mldetampon. 2 4,2 0,9 0,7 0,5 0,36 0,28 0,22 0,16 0,42 0,08 0,04 


puis, dans l’ordre du numérotage, successivement, lentement, en 
agitant, les volumes suivants d’acide chlorhydrique dilué : 


N° des fioles . 4 2 3 4 5 6 a 8 SA 0 ee a2 
moledesH Cl nO) Oss) else Soe ode Sd 8s 1,88 1,92 1,96 


L’acide chlorhydrique est obtenu en ramenant 4 100 ml 24 ml 
d’une solution N/20. On mesure immédiatement les opacités dans 
un néphélométre sensible, puis on prend les pH. 


LE STANDARD PHYSIOLOGIQUE. — Notre représentation propor- 
tionnelle {4 b} a deux inconvénients : tout d’abord, elle ne tient 
compte que de la moitié ascendante des diagrammes, d’autre 
part, le rapport de l’unité d’ordonnée sur lunité d’abscisse est 
trop élevé. Les parties intéressantes des diagrammes sont les 
courbures en « S » italiques des portions ascendante et descen- 
dante. Si on choisit l’unité d’ordonnée trop élevée par rapport 
a lunité d’abscisse, ces courbures se redressent et tendent a 
devenir verticales, donc leurs modifications s’émoussent. Ainsi, 
des variations des courbures parfaitement pathologiques échappent 
a l’observation. En outre, comme nous allons le voir, la portion 
descendante des diagrammes fournit des renseignements impor- 
tants. 

Pour remédier a ces deux défauts nous avons choisi notre 
standard de comparaison comme suit. 

Dans la cinquiéme communication de cette série [4b] nous 
avons indiqué les limites des variations physiologiques dans la 
représentation directe. Ces limites sont les courbes tracées par 
les points extrémes suivants : 


Tie ee eee eee 6,8 6,3 6 5,65 
Lectures néphélométriques... 9812 16424 218430 25 a 33 
Diblost & Bes hth Phase chery ee Beer 5,3 5 
Lectures néphélométriques. . . 19,5 2 30 13,5 & 23 


Retranchons de ces lectures 6, l’absorption néphélométrique 
du diluant sans sérum, et ajoutons aux limites inférieures ainsi 
corrigées la moitié des différences entre les limites inférieures et 
les limites supérieures. Nous obtenons : 
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La courbe réguliére, intuitivement tracée par ces points, est 
notre standard physiologique (fig. 1 A). 

Nous avons vu que le rapport de l’unité d’ordonnée sur Punité 
d’abscisse est une donnée essentielle dans cette représentation. 
Suivant la figure 1 A, si 23 unités de longueur évaluent Vaccrois- 
sement néphélométrique maximum, il faut prendre 50 unités de 
longueur pour la mesure d’une unité de pH. 

Si on observe cette prescription, notre standard devient indé- 
pendant de l'appareil de mesure. Seules les valeurs absolues des 
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Fic. 14. — A. Le standard physiologique. Les lignes verticales en pointillé 


indiquent les ‘‘traces” maximum des fractions globuliniques électrophoré- 
tiquement définies. 


b, C, D, E. Quatre diagrammes de sujets normaux réduits proportionnel- 
lement a la hauteur du standard. 


lectures néphélométriques dépendent de la sensibilité de celui-ci 
et des unités de mesure arbitraires adoptées. Le standard est indé- 
pendant de méme, dans une large mesure, de la dilution sérique. 
Nous utilisons une dilution au 1/179, mais nous avons vérifié que 
jusqu’a une dilution au 1/60 au moins Vallure des courbes ne se 
modifie point. La durée qui s’écoule entre l’établissement des 
mélanges et les mesures d’opacité ne modifie pas non plus sensi- 
blement l’expression proportionnelle, au moins dans les trente 
premiéres minutes. Ensuite, les diagrammes tendent a s’aplatir 
et les différences spécifiques s’émoussent. Aussi conseillons-nous 
la lecture immédiate. D’autre part, nous ne sommes pas sirs que 
notre standard soit encore valable si on modifie la nature et la 
dilution du tampon. A moins de faire des esssais complémentaires, 


il faut done employer un tampon phosphate de Clark et 
Lubbs M/500. 
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CONSTANCE DU STANDARD A L’ETAT NORMAL ET SA COMPARAISON 
QUALITATIVE AUX DIAGRAMMES DES MALADES. — Quels que soient 
done Vappareil de mesure et la dilution sérique, on pourra 
comparer a notre standard les diagrammes de sujels normaux ou 
pathologiques. Seul échappe de cette maniére le taux total des 
euglobulines dont l’évaluation suppose une échelle absolue des 
opacités. Cette donnée a de l’importance, mais comme nous 
n’avons pas encore effectué des essais dans ce sens, nous ne la 
considérons pas ici. 

Pour comparer iau standard un diagramme donné, nous pouvons 
procéder de deux maniéres. La premiére, semi-quantitative, 
consiste a réduire le diagramme expérimental proportionnelle- 
ment a la hauteur du standard. Cette méthode, trés commode, 
sera examinée en premier lieu. La deuxiéme maniére consiste 
a réduire le diagramme expérimental proportionnellement a la 
surface couverte par le standard. Cette méthode seule donne des 
résultats quantitatifs et conduit a des sérogrammes a proprement 
parler. Nous l’étudierons plus loin. 

Pour réduire un diagramme expérimental proportionnellement 
4a la hauteur du standard, nous divisons, tout d’abord, le maxi- 
mum de l’accroissement néphélométrique observé par 23, maxi- 
mum du standard, puis nous divisons par le rapport ainsi obtenu 
les accroissements néphélométriques trouvés aux divers pH; ces 
valeurs, enfin, sont dressées contre le pH en méme temps que 
les valeurs correspondantes du standard. 

Ci-contre nous avons reproduit les résultats de ces calculs 
pour quatre sérums de sujets normaux pris au hasard sur la 
quarantaine étudiée (fig. 1 B, C, D et E). Nous voyons avec quelle 
exaclitude, dans ce cas, les données expérimentales se superposent 
au standard. D’ailleurs, les faibles déviations parfois observées 
se retrouvent souvent aussi a l’électrophorése et doivent relever 
de quelque tare cachée. 

Quant aux cas pathologiques, nous retrouvons trés sensible- 
ment les résultats obtenus par notre méthode primitive [4c]. En 
partie, cependant, la méthode néphélométrique se révéle a la fois 
plus subtile et moins spécifique. En particulier, la distinction 
aussi marquée fournie par l’ancienne méthode entre la cirrhose 
du foie, d’une part, et les autres hyper-y-globulinémies, d’autre 
part, disparait. Par contre, ]’utilisation de la partie descendante 
du diagramme permet de tracer un paralléle plus subtil et plus 
spécifique entre |’électrophorése et la fiche réticulo-endothéliale. 

De |’étude simultanée par l’électrophorése et par les diagrammes 
néphélométriques de solubilité s’étendant aujourd’hui sur plus de 
200 cas pathologiques, nous pouvons déduire huit types de dia- 
erammes. Chaque type est illustré ci-contre par un cas concret 
qui admet, cependant, une généralisation immédiate : 
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1° Augmentation du rapport y-globulines/globulines _ totales, 
compensée principalement par la diminution du rapport : toutes 
les fractions a-globuliniques/globulines totales (fig. 2A: dia- 
gramme d’un cirrhotique). Les valeurs expérimentales réduites 
proportionnellement a la hauteur du standard dépassent ce dernier 
pour tous les pH supérieurs a 6, alors que la courbe expérimen- 
tale passe nettement au-dessous du standard pour tous les pH 
inférieurs a 5,6. 

2° Augmentation du rapport de toutes les fractions a-globuli- 
niques/globulines totales, compensée principalement par la dimi- 
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Pa 


30 aly Sad -----5 


ca 


STANDARD 


LECTURE NEPHELOMETRIQUE 
LECTURE NEPHELOMETRIQUE 


Fic, 2. — Les huit types de diagrammes pathologiques. 


nution du rapport : y-globulines/globulines totales (fig. 2B: un 
cas de scarlatine au début). La courbe expérimentale passe 
au-dessous du standard pour tous les pH supérieurs a 5,4 a 5,6 
et au-dessus du standard pour tous les pH inférieurs. 

3° Augmentation du rapport o-2-globulines/globulines totales, 
compensée principalement par la diminution du rapport: y-glo- 
bulines/globulines totales (fig. 2C: un cas de néphrose lipoi- 
dique). Le diagramme expérimental passe au-dessous du standard 
pour tous les pH supérieurs 4 5,4 a 5,6, dépasse le standard 
au-dessous de ces pH pour diminuer brusquement vers pH’ 5 et 
croiser le standard le plus souvent aux environs de pH 4,7 a 4,8. 

4° Augmentation du rapport y-globulines/globulines totales 
compensée principalement par la diminution du rapport : 6-1- 
globulines/globulines totales (fig. 2D: un cas de tuberculose). 
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Le diagramme expérimental passe au-dessus du standard pour 
tous les pH supérieurs a 5,7 et se superpose trés sensiblement 
a ce dernier pour tous les pH inférieurs. 

5° Augmentation du rapport de toutes les a-globulines/globu- 
lines totales, compensée principalement par la diminution du 
rapport : B-l-globulines/globulines totales (fig. 2E: un cas de 
tuberculose). ‘Le diagramme expérimental se superpose trés 
sensiblement au standard pour tous les pH supérieurs a 5,7 et 
passe au-dessus pour tous les pH inférieurs. 

6° Augmentation du rapport £-2-globulines/globulines totales 
(fig. 2 F : un cas de p-myélome). Le diagramme expérimental est 
inférieur au standard pour tous les pH supérieurs a 6,1 environ, 
dépasse le standard entre pH 5,7 et 6, puis, A nouveau, devient 
inférieur. 

7° Augmentation du rapport f-1-globulines/globulines totales. 
Nous n’avons eu jusqu’é maintenant qu’un seul cas rentrant dans 
ce groupe, d’ailleurs relativement trés peu poussé, et, contradic- 
toirement, celui d’un tuberculeux (fig. 2 G). Le diagramme expé- 
rimental passe constamment au-dessous du standard et n’atteint 
ce dernier que pour leur maximum commun vers pH 5,7. II est 
4 prévoir que certains athéro-scléreux donnent des diagrammes 
de ce genre [5]. 

8° Diminution du rapport f-l-globulines/globulines _ totales, 
compensée par des augmentations trés sensiblement équivalentes 
des rapports : y-globulines/globulines totales, et a-globulines/glo- 
bulines totales (fig. 2H: un cas de tuberculose). Le diagramme 
expérimental passe au-dessus du standard pour tous les pH et 
ne touche ce dernier qu’a leur maximum commun vers pH 5,65. 

Ces faits s’expliquent aisément si l’on admet que chaque 
tranche de notre diagramme trace une fraction déterminée des 
globulines sériques. Au-dessus de pH 6,1 sont tracées les 
y-globulines, entre pH 5,9 et 6 se situe le maximum de la trace 
des f-2-globulines, entre pH 5,6 et 5,7 celui de la trace des 
p-1-globulines, vers pH 5,2 a 5,3 celui de la trace des a-2-globu- 
lines, enfin, 4 partir de pH 5,1 4 5 sont tracées les a-1-globulines 
(fig. 1 A). En ce qui concerne les rapports entre |’électrophorése 
et les données de la fiche, cette conclusion théorique est évidente 
dans le cas des a- et des y-globulines. Concernant les p-globulines, 
l’interprétation se base sur le fait que la proportion d’un compo- 
sant est donnée par le rapport de l’ordonnée sur la surface du 
diagramme. Si donc a valeur d’ordonnée égale la surface diminue 
(cas VII, fig. 2G), la proportion augmente pour diminuer dans 
le cas contraire (cas VIII, fig. 2 H). 


INTERPRETATION QUANTITATIVE ET LES SEROGRAMMES. — Passons 
maintenant aux résultats quantitatifs obtenus par |’évaluation des 
surfaces, done par intégration. 
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Ci-aprés nous donnons les éléments de l’intégration graphique 
du standard physiologique (tableau I). Sa surface est égale 4 33,01 
(pH x accroissement néphéldmétrique). Cette surface standard 
est internationale 4 condition de se rappeler que nous avons 
fixé arbitrairement a 23 unités le maximum de |’accroissement 
néphélométrique. Au lieu d’essayer de calculer une erreur, il 


TasLeau {. — Les éléments de l'intégration graphique 
du standard physiologique. 


accroisse-— somme de proportions 

ments. néphé- deux acc— des compo- 
a lométriques roissements  sants 
7,05 2 
6,95 One) 
6,85 Bs] 8 2,4 p.100 
OAs De 
6,65 6,8 12 3,6 nm 
9 Bai 
61,45 OMG OR Dine) sure 
O55 1S 
6,25 15,1 28,1 8,5 7" 
Swill 26,8 
6,05 18,6 35,4 foxy OuEs 
DAE) 20,3 
syeS 2illaall 42 UA we 
Bs Zerit 
DOE, 23 Let | Use) uti 
a>) 22,0 
5,45 2 44,3 1504 sake 
By Oe, 19 F2 
ome. ine 36,4 11,0 ne 
Has RZ 
dy, 05: lione 28 4 8,6 ne 
4,95 10,8 
4,85 8.5 19.3 5,8 ne 
atD 6,1 
4,65 50 
4,55 1,4 URS 3,4 we 

33,01 (pH x accroissement 
néphélométrique ) 


On évalue les ordonnées pour tous les dixitmes de pH. Mais la mesure des 
accroissements néphélométriques n’a aucun sens pour les points extrémes, 
pour lesquels ces accroissements sont trop faibles par rapport aux causes 
derreur. Aussi avons-nous prolongé le diagramme standard intuitivement & 
partir de pH 6,8 du cété alcalin et & partir de pH 4,8 du cété acide. En outre, 
nous avons tenu compte du fait que du cété acide les sérums normaux dilués 
s'éclaircissent mieux que du coté alcalin. Donc, de ce coté, la courbe, a été 
arrétée 1a ot elle atteint un accroissement néphélométrique égal a 2, alors que 
du coté acide nous l’avons prolongée jusqu’a un accroissement néphélométrique 
égal & Punité. Ainsi le diagramme standard s’étend de pH 7,4 a pH 4,5. 

Dans la troisitme colonne nous représentons les sommations partielles par 
deux dixiémes de pH quinous servent a établir les proportions des composants 
figurant dans la quatri¢me colonne. 
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est Pe ‘able d’admettre que la surface est’ exactement égale 
ai 33,01. En effet, les déterminations pour les valeurs faibles des 
See sont quelque peu arbitraires. 

Pour établir un sérogramme, nous commencons par intégrer 
graphiqnement le diagramme experimental, puis nous établissons 
les proportions pour tous les 2/10 de pH, exactement comme dans 
le cas du standard, enfin, nous divisons ces proportions par les 
proportions correspondantes du standard. A un rapport égal 
i VPunité correspond une proportion exactement physiologique, 
la proportion diminue lorsque le rapport est plus petit que Punité 
et augmente dans le cas contraire. Mais, de cette maniére, les 
augmentations ne sont pas encore commensurables avec les 
diminutions. Pour les rendre commensurables, nous retranchons 
Punité de la valeur réciproque des rapports plus petits que luni'é 
et nous prenons en signe négalif les nombres ainsi obtenus. Les 
rapports plus grands que Vunité sont diminués de lunité puis 
pris en signe positif. 

Pour les valeurs extrémes du pH Vintégration est arbi'traire. 
Nous avons adopté une fois pour toutes le mode opératoire sui- 
vant : lorsque les accroissements se expérimentaux 
sont sensibles au-dessus de pH 7,1, comme c’est le cas pour la 
plupart des hyper-y-globulinémies, nous prenons pour le standard, 
arbitrairement, une valeur constante de l’accroissement égale a 
deux. Pour les hyper-o-globulinémies qui donnent des accrois- 
semenis néphélométriques sensibles au-dessous de pH 4,6, nous 
admettons des accroissements standard correspondants égaux 
& Punite. 

Les buit types de sérogrammes figurés ci-joint (fig. 3 A a H) 
représentent les données obtenues de cet'e maniére a partir des 
huit diogrammes expérimentaux déja considérés ci-dessus. Pour 
les fractions extrémes qui tracent les y- et les a-globulines, les 
déviations paraissent bien mesurer les modifications des propor- 
tions des composants. Mais il n’en est pas de méme pour les 
fractions intermédiaires qui tracent les B-globulines. Dans les 
syndromes associés, lorsque la diminution du taux des p-1-globu- 
plines compense principalement l’augmentation des proportions 
des fractions extrémes (fig. 3D et E), on observe des déviations 
presque uniquement dans le domaine des pH extrémes qui tracent 
les fractions dont les proportions augmentent, ‘Les augmentations 

les diminutions isolées des proportions des p-globulines ne se 
reflétent de méme que relativement trés peu par des déviations 
positives ou négatives dans le domaine des pH _ intermédiaires 
(fig. 35, G et H). Ces faits s’interprétent le plus simplement 
si nous admettons avec Vargues /5] que le diagramme de solubilité 
résulte de la suecession de courbes de solubilité individuelle qui 
se reconpent. En effet, dans ce cas une fraction seulement des 
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accroissemen’s néphélométriques est produite par une globuline 
déterminée pour les fractions intermédiaires, alors que pour les 
zones extremes des pH nous avons bien des courbes de solubilité 
individuelles. 

Remarquons que, par contre, une déviation de 10 p. 100 a déja 
une signification pathologique certaine pour le domaine des pH 
intermédiaires pour lesquels les accroissements néphélométriques 


12 AlyJS ar B) ot yy 
+i 

owe 6 S pH 

a 

Ry 


DEVIATIONS 
DEVIATIONS 


y 
pH 5,7 


Fic. 3. — Les huit types de sérogrammes pathologiques 


sont toujours considérables, alors que pour les pH extrémes des 
déviations isolées de 20 4 30 p. 100 méme sont sans signification. 


Discussion. 


De ce qui préeede, il découle clairement que la fiche réticulo- 
endothéliale est appelée a évaluer spécifiquement les rapports : 
y-globulines/globulines totales, p-globulines/globulines totales até. 
De ce point de vue, probablement, elle est. méme supérieure 
a Télectrophorése. Mais seules les années qui suivent confirme- 
ront ou infirmeront cette hypothése en définitive. 
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En ce qui concerne les syndromes humoraux définis dans notre 
communication antérieure [4c], la considération plus particuliére 
de la méthode néphélométrique améne quelques modifications. Le 
syndrome A (augmentation du rapport: y-globulines/globulines 
totales, compensée principalement par la diminution du rapport : 
a-globulines/globulines totales) parait grouper ici toutes les hyper- 
y-globulinémies habituellement définies par l’électrophorése ct 
nous ne retrouvons ni le syndrome a euglobuline I (1), ni cette 
disparition de |’euglobuline III qui, dans notre méthode primitive, 
distingue si nettement la cirrhose du foie des autres hyper-y- 
globulinémies. Le syndrome B est Vhyper-a-globulinémie liée au 
« stress » et dans le syndrome C nous retrouvons immédiatement 
les caractéristiques essentielles de nombreuses néphroses lipoi- 
diques. 

Mais la méthode néphélométrique permet, surtout, de bien 
mettre en évidence les syndromes associés plus particuliérement 
avec les B-globulines qui échappent, par contre, a notre tech- 
nique primitive. Ainsi de nos travaux commence a se dégager ce 
type clinique que l’électrophorése a défini par l’augmentation 
simultanée des taux des a- et des y-globulines (voir pour la biblio- 
graphie [4 ¢]). Rappelons qu’il.a élé décrit, surtout, dans la tuber- 
culose grave et dans le rhumatisme articulaire aigu. Evidemment, 
dans notre technique qui n’évalue que les proportions, ce syn- 
drome apparait comme une diminution du rapport : p-l-globu- 
lines/globulines totales, et, en fait, se décompose en trois sous- 
groupes (fig. 2 et 3 : D, E et H). Nous espérons apporter des 
précisions a leur sujet. 

Nous sommes arrivés a la conclusion de Vargues [5], 4 savoir : 
que la fiche résulte de la succession de courbes de précipitation 
qui se recoupent. Cependant, Vargues, comme déja avant lui 
Boselli [4], admet quwil s’agit de la précipitation individuelle 
de y-, B- et a-euglobulines. Or, il n’en est certainement pas ainsi. 
Nous avons montré que les précipités contiennent en proportion 
variable des f-2-, B-l- et a-2-euglobulines et des y-pseudo- 
elobulines [6]. D’apres nos essais préliminaires, cétte conclusion, 
tirée de l’étude des euglobulines obtenues par notre technique 
primitive, parait s’appliquer aussi aux fractions qui précipitent 
dans la technique présente. Le processus est certainement 
complexe et particulier. Nous serions tentés de parler de coacer- 
vats protéido-protéidiques en attendant de donner un sens plus 
précis a ce terme. 
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SUR UN MILIEU SELECTIF POUR L'’ISOLEMENT 
DE BRUCELLA MELITENSIS 


par G. RENOUX (’*.) 


(Instilut’ Pasteur, Tunis). 


Récemment Kuzdas et Morse [4] ont publié la formule d’un 
milieu solide (milieu W), inhibiteur pour la plupart des contami- 
nants, qui permet d’isoler les Brucella, et plus particuliérement 
Br. abortus, a partir d’échantillons souillés. 

La formule du milieu W est la suivante (1) : 


AUBUML GSO ace ceuecwes cm peru eienss “ages Beh Caps slo le 
Sulfatexde: Polymyxine Be 2 ah 2... sae a= . 6) 000.Us 
AGlidiOnes. «(Me Gi) eee ke rae 100 mg. 
BACtiRACINGtmty esr Ere Oe A ee eee ee OL OOOK Is 
CIrCUlinG ea wee near: SU EE SO, kota ae Da U) 
Crystal-violet .. FP eRe es ee | ae ee 1,4 mg. 


On ajoute Je colorant avant la stérilisation et les antibiotiques 
apres. 

Ces auteurs, grace a Vobligeance de C, A. Brandly (Président 
du Depart. of Vet. Science, University of Wisconsin), nous 
ont aimablement envoyé leur travail, avant publication, ce qui 
nous a permis une ¢tude importante de ce milieu. 

D’autre part, Litsky [2] démontrait que le violet d’éthyle (« ethyl- 
violet ») était un puissant inhibiteur des bactéries 4 Gram positif, 
sans action sur les bactéries 4 Gram négatif. 


Ces deux données nous ont amené a conduire une série dexpé- 
riences. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1954. 

(1) Nous remercions le D™ M. M. Kaplan (O. M. S.) qui nous a pro- 
curé 1’ « Actidione » et la « Circuline » et le D™ W. Konigsberger 
(Pfizer International Service Company) qui nous a fourni « Poly- 
myxine B » et « Bacitracine ». 

Nous remercions également Je Dt W. L. Litsky qui nous a envoyé 
un échantillon d’ « Ethyl-violet ». 
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I. — AcTIon DU VIOLET D ETHYLE SUR QUELQUES BACTERIES 
ET SUR « BR. MELITENSIS ). 


aA violet d’éthyle (lot 12552 « National Aniline C° », contenant 

Tov pe lO dé produit actif) empéche le développement de B. sub- 
re de St. pyogenes, de B. anthracis a toutes les concentrations 
inférieures 4 1/1500000; ces concentrations étant calculées a 
partir de la teneur en produit pur. Ces mémes concentrations sont 
sans action sur Salm. typhi, Salm. paralyphi B, Esch. coli, confir- 
mant ainsi la publication de Litsky. A la concentration de 1/10 000 
en « Albimi agar » ce colorant n’inhibe pas la croissance de 
Br. melitensis (souche 53H.38). 

Des expériences comparatives de numération de colonies sur 
milieu Albimi ordinaire, sur milieu Albimi contenant des concen- 
trations diverses de violet de méthyle (crystal-violet) ou de violet 
d’éthyle, montrent qu’il se développe le méme nombre de colo- 
nies sur le milieu additionné de violet d’éthyle ou sur le milieu 
ordinaire, tandis que le violet de méthyle inhibe partiellement la 
culture de Br. melitensis. 

Par exemple : 


NOMBRE DE COLONIES (MOYENNE DE QUATRE BOITES) 


Allbingiey 273 Pee cae oe ae eG 
Albimi + violet d’éthyle 1/800 000 eer eres res tan kG 
Albimi + violet de méthyle 1/1 000 000. ........2.2.2. 484 


Ainsi le violet d’éthyle semble étre d’une valeur bien supé- 
rieure a celle du violet de méthyle, permettant une culture correcte 
de Br. melitensis. 


Il. — RECHERCHES SUR UN MILIEU SELECTIF POUR € BR. MELITENSIS ). 


Nous avons cherché d’abord par ensemencement des suspen- 
sions de Br. melitensis en eau salée tamponnée a pH 6,6 (culture 
de quarante-huit heures sur gélose Albimi, souche 53H.38, en 
phase « smooth »), quelle serait la meilleure combinaison permet- 
tant une culture de ce bacille comparable a celle obtenue sur 
gélose « Albimi » ordinaire. 

Nous avons essayé les combinaisons que résume le tableau I. 

Cetle expérience comprend 4 boites de Petri de chaque 
milieu ; la suspension microbienne est ensemencée sous le volume 
uniforme de 0,2 ml; les Goat sont faites aprés trois, quatre et 
cing jours a l’étuve a 387° C. Elle a été faite deux fois a dix jours 
d’intervalle : la premiére ee la suspension microbicnne conte- 
nait environ 8 000 Brucella par ml, la deuxiéme fois, 3 850 Bru- 


cella (étalonnage pholométrique vérifié par culture sur « Albimi 
agar » coulé en boites de Petri). 
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pour 
100 ml 
de gélose 
Albimi 


Actidione 


Violet 
d'ethyle 


Violet 
d'ethyle 


TABLEAU | 


TABLEAU I (lére partie) 


10 ng 


fe) 
600 
D 


1 : 800.000 |1 : 800.000 


TABLEAU I (2dme partie) 


1 : 800.000 |1 : 800.000 j1 : 800.000 


Le tableau II contient les résultats de ces expériences. 

Ces constatations peuvent se résumer ainsi : en ensemencant 
avec une suspension de Br. melitensis souche 53H.8 

Le violet d’éthyle n’inhibe pas Br. melitensis ; 

N’importe quel mélange ot le violet d’éthyle remplace le violet 
permet un compte correct de Brucella ; 

Le violet de méthyle, 4 la concentration de 1 p. 1000 000 
(National Aniline C®) inhibe partiellement Br. melitensis ; on 
retrouve seulement 70 p. 100 du compte théorique ; 

Le pouvoir inhibiteur du violet de méthyle explique en partie 
Vinhibition eréée par le milieu W original qui ne permet de 
retrouver que 34 p. 100 du compte théorique ; 

Le milieu W modifié par remplacement du violet de méthyle 
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Tasteiu Il. — Nombre moyen de colonies développées 
sur quatre boites de Petri. 


—————— ae 


MILIEU DEUXIEME EXPERIENCE | PREMIERE EXPERIENCE 
AIbDIMe & shane eet ees eke 776 4 198 
Wire os ae ron acini amcue smeeunes 270 396 
W betes. Saks. Foo ears os 114 4 194 
BW. Bicker ctoa caer alia ape moe eee 776 4 196 
BAW! Ev 3 oho agai Pence aes 7134 4 189 
CWE tom ert 776 4 198 
A 5 WE, Five cingcnde sees ioe tak a a hale 476 995 
WB} 24. ab er 785 4 289 
Ni Ori a sachs a SEENON, A Bese fp: 4 497 
WV Ebest Se ection 172 4 205 
Ne OV En ee oe ee a oe ey sae 785 A339 
WEG oan p, A PB lees POS 7195 4 459 
iA, sleeeebece. Wee ee eee 174 4 196 


_————— nina 


par le violet d’éthvle (milieu WE) permet une culture correcte de 
Br. melitensis ; 

En Vabsence de polymyxine, de circuline ou de bacitracine, 
on retrouve le compte théorique de bactéries ; 

En Vabsence d’actidione, et assez curieusement, tout se passe 
comme si l'association des autres antibiotiques était légerement 
inhibitrice pour Br. melitensis : on ne retrouve que 70 p. 100 du 
compte théorique. 

Devant ces résultats, ott la réduction importante du compte de 
Br. melitensis en milieu W = s’oppose aux résultats obtenus par 
Kuzdas et Morse qui utilisaient Br. abortus, nous avons fait un 
essal supplémentaire de comparaison qui nous a donné les chif- 
fres suivants 


NOMBRE DE COLONIES (MOYENNE D& QUATRE BOITES) 


Dilution ‘ensemencéé: . 2. .cclauemes . nee 407 
Albimy? O98? -o se. 4 2, Qe ool OS 64 
Milieus Wiateee eee een eee Pe) bee i ate roel *055 
Milieu W E.ieet hea a ee citer ee. eee eee J bd 43 


Ces résultats confirment done les résultats antérieurs. 


III. — AppLicaTIonNs A LA PRATIOUE. 


Ainsi un certain nombre de combinaisons d’antibiotiques et de 
colorant ajoutées & Vagar « Albimi », assurent une culture de 
Br. melitensis quand ce bacille est ensemencé seul. 

Pour choisir les milieux applicables a la pratique, nous ajou- 
tons des quantités connues de Br. melitensis, souche 53H.38, a 
des selles de cobayes diluées au 1/10, ensemencons dans des 
boites de chaque milicu 0,2 ml de ce mélange et comparons avec la 
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culture d’une suspension semblable de Br. melitensis en eau salée 
tamponnée, ensemencée sur « Albimi agar ». 

Nous obtenons des résultats corrects (peu ou pas de contami- 
nants, présence de Brucella dans la culture) avec les milieux sui- 
vants 

W ot Von retrouve 20 p. 100 du compte théorique de Br. meli- 
lensis, 

WE ot l'on retrouve 60 p. 100 du compte de Brucella, 


Fic. 4. — Crottes de chévres cultivées sur milieu WE : rares contaminations 
nombreuses colonies de Brucella. 


PWE ot l'on retrouve 70 p. 100 du compte de Brucella, 

WE/5 ot lon retrouve 70 p. 100 du compte de Brucella, 
tous les autres milieux étant Jargement contaminés par les }acté- 
ries ou les moisissures. 

Ainsi, avec des échantillons artificiellement souillés, trois 
milieux donnent des résultats sensiblement égaux. 

Nous avons utilisé ces milieux au cours d’expériences actuelle- 
ment en cours sur la brucellose des ovins et caprins. En voici quel- 
ques résultats 
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A. CULTURES DE CROTTES DE cHEVRES. — Des crottes de chévres, 
ramassées sur le sol des étables, sont broyées et diluées dix fois 
avec de l’eau salée tamponnée ; aprés une courte centrifugation 
pour sédimenter les grosses particules, 0,2 ml de suspension, ce 
qui correspond a 0,02 g de selles, est ensemence. 

Apres quatre jours a l’étuve 4 37° nous avons obtenu des résul- 
tals positifs aussi bien avec WE (fig. 1), qu’avee PWE et WE/5 


Fie. 2. — Crottes de chévres cultivées sur Albimi-agar plus violet de méthyle : 
contaminations massives sans Brucella visibles. 


tandis que le miheu Albimi + violet de méthyle est largement 
contaminé sans Brucella visibles (fig. 2), le milieu sans Actidione 
cant une culture pure de champignons. 


B. CULTURES DE PRELEVEMENTS VAGINAUX. —- Les mémes préléve- 
ments cultivés sur Albimi-agar et sur milieu WE ou WE/5 donnent 
les résultats suivants 

Albimi : présence de nombreux contaminants. 

WE ou WE/5 : absence de toute contamination. 
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C. CULTURES D’ORGANES PRELEVES APRES LA MORT DE L’ ANIMAL. 
— Deux chévres, mortes un dimanche aprés-midi, n’ont pu étre 
autopsiées que le lundi aprés-midi; les organes prélevés sont 
ensemencés sur « Albimi-agar » tard dans la soirée du lundi, soit 
plus de vingt-quatre heures aprés le décés. Comme il n’y avait pas 
de boites de milieux sélectifs préparées, ces mémes organes, apres 
avoir été frottés sur Albimi-agar, sont mis au réfrigérateur élec- 


Fic. 3. — Milieu Albimi organes cultivés vingt-quatre heures 
aprés la mort : contaminations massives, pas de Brucella. 


trique & + 4° C jusqu’au lendemain aprés-midi, moment ot ils 
sont ensemencés sur milieu WE. 

Les figures 3 et 4 illustrent les résultats obtenus 

— Albimi ensemencé avec les prélévements faits vingi-quatre 
heures aprés la mort : contaminations massives par Proteus sp., 
Ps. pyocyaneus ou B. subtilis ; 

— Milieu WE ensemencé quarante-huit heures apres la mort 
de l’animal qui a fourni les échantillons (ces échantillons ayant 
été conservés vingt-quatre heures a la glaciére) : culture pure de 
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Br. melitensis, avec seulement une colonie de contamination sur 
70 boites. 


D. Lairs. — Les cultures de laits de chévre, prélevés sans pré- 
cautions spéciales d’asepsie, nous ont donné des résultats com- 
parables 4 ceux obtenus avec des prélévements vaginaux, ¢ est-a- 
dire des cultures pures ou ne contenant que de trés rares conta- 


Fic. 4. — Milieu WE ensemencé quarante-huit heures 
aprés la mort de lanimal : présence de Brucella melitensis. 


minations sur les milieux sélectifs, tandis que les cultures sur 


milieu « Albimi-agar » étaient parfois massivement contaminées. 
CONCLUSIONS. 


Dans étude des brucelloses, la culture des Brucella a partir de 
produits souillés tels que selles, fumiers ou foetus était un probleme 
important et qui n’était pas, maleré bien des tentatives, résolu. 

Le trés remarquable mileu (milieu W) mis au point par Kuzdas 


ct Morse permet un bon isolement des Brucella qui pourraient 
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se trouver dans un échantillon contaminé et est une impor'ante 
contribution a l’avancement de nos connaissances sur la brucellose. 

Nous n’avons pu, en utilisant le milieu W original, retrouver 
avec Br. melitensis, exactement les mémes résultats que Kuzdas et 
Morse qui ont travaillé avee Br. abortus. 

Au moins dans le cas de Br. melitensis le remplacement du 

violet de méthyle (« crystal violet ») par le violet d’éthyle (« ethyl- 
violet ») favorise un bon isolement des Brucella ; des milieux 
dérivés du milieu W original nous ont ainsi permis de trouver 
Br. melitensis dans les féces de chévres infectées ou dans des 
organes contaminés par la putréfaction cadavérique commencante. 

Malgré une étude d’ores et déja étendue a plusieurs centaines 
de prélévements, nous ne pouvons encore choisir entre les milieux 
W, PWE et WE/5 : tous trois nous ont donné des résultats 
comparables. 

La vitesse de croissance de Br. melitensis sur ces milieux est la 
méme que sur « Albimi-agar » : les premiéres colonies apparais- 
sent en quarante-huit heures environ, toutes sont développées en 
quatre a cing jours. 

Rappelons ici les formules de ces trois milieux : 


WE PWE WE/5 
NI biMIeearee en 2 100 ml 400 ml 400 ml 
INGHGHGNVs. S°o Gee Sera e 140 mg 40 mg 40 mg 
Polyimy xine Ba av.) - : 600 U 0 300 U 
Bacitracme =. 5 = » ace 2 500 U 2 500 U 1 250 U 
Cit.culimeey ess 4 500 U 4 5300 U 4 500 U 


Violet d’éthyle (concentration 
calculée en produit pur) . 1:800 000 4:800 000 4:800 000 
A partir d'une solution 4 1 pour mille. 


Peut-étre, le milicu A WE contenant polymyxine, circuline, 
bacitracine, violet d’éthyle mais d’actidione, pourrait-il rendre 
des services aux mycologistes. 


RESUME. 


Kuzdas et Morse ont décrit un milieu sélectif permettant d’isoler 
Br. abortus déchantillons souillés. Le remplacement du violet de 
méthyle (« crystal-violet ») par le violet d’éthyle (« ethyl- violet ») 
dans la formule du milieu permet une meilleure croissance de 
Br. melitensis. Trois milicux, dont les formules sont données, ont 
donné d’excellents résultats dans Visolement de Br. melitensis 4 
partir d’échantillons artificiellement ou naturellement contaminés. 
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COMMUNICATIONS 


INOCULATION DU VIRUS RABIQUE FLURY 
DANS LA CHAMBRE ANTERIEURE DE L’CGIL DU LAPIN 


par P. REMLiINGER et AHMED HADJI. 


(mstitut Pasteur de Tanger.) 


Le virus Flury, isolé par Koprowski et Cox de la moelle épiniére 
d’un enfant mort de rage étant donné comme permettant d’envisager 
de facon nouvelle la vaccination et la sérothérapie antirabiques, il est 
indiqué d’en faire, avant qu’il ne soit apporté une modification aux 
traitements classiques de lhomme et des animaux, une étude minu- 
tieuse. Un de ses caractéres différentiels est la faible virulence pour te 
lapin et la grande diversité des effets de linoculation  intra- 
cranienne [1]. Nous avons recherché si cette méme diversité était réa- 
lisée par linoculation dans la chambre antérieure. Douze lapins ont 
recu dans l'oeil la méme quantité d'une émulsion cérébrale de cobaye 
a 1p. 50. Deux n’ont manifesté aucun symptéme et sont, aprés deux 
mois, demeurés vivants et bien portants. Sept ont présenté du neu- 
vieme au onziéme jour aprés inoculation des crises violentes épilep- 
tiformes au cours desquelles, pendant plusieurs minutes, ils bondis- 
saient dans leur cage, tombaient, rebondissaient au risque de se blesser 
contre les grillages, puis se remettaient d’aplomb n’ayant plus qu’un 
peu d’hébétement et de dyspnée. Trois fois, aprés avoir pendant plu- 
sieurs jours présenté de ces crises qu’on pouvait parfois déclencher en 
faisant du bruit, les animaux se sont rétablis complétement et, pen- 
dant deux mois tout au moins, n’ont pas cessé de présenter les attri- 
buts de la santé. Quatre autres fois, ils ont accusé une attitude penchée 
de la téte et du cou, de l’abattement, de l’inappétence et une faiblesse 
générale A laquelle ils ont succombé deux ou trois jours plus tard. Les 
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passages par le cobaye ont été positifs 3 fois et négatifs 1 fois. Sans 
avoir eu de crises, un onziéme lapin a commencé 4 montrer onze jours 
aprés l’inoculation une démarche instable, chancelante et une faiblesse 
générale sans paralysie vraie. Mort cing jours plus tard. Passages par 
le cobaye positifs. Un douziéme enfin a présenté une forme, jamais 
observée encore, pour laquelle le meilleur qualificatif semble étre celui 
de : forme sommeillante. Inoculé le 18 mai, il n’avait, pendant douze 
jours, attiré en rien l’attention. Le 31, il est trouvé d’aplomb mais 
indifférent, la téte penchée, les yeux mi-clos comme s’il dormait. Nul- 
lement paralysé, il se laisse facilement renverser, aprés quoi, avec ennui 
semble-t-il, il se remet de lui-méme sur ses pattes. Indifférent, inappé- 
tent, toujours somnolent, il donne pendant trois jours l’impression de 
dormir debout mais ne présente aucune autre manifestation patholo- 
gique. Mort le 2 juin. Passages par le cobaye positifs. L’inoculation 
dans la chambre antérieure détermine ainsi chez le lapin une symp- 
tomatologie aussi variée que |’inoculation intracranienne. Des inocula- 
tions moins sévéres laissent l’animal indemne. Six lapins ayant recu 
respectivement sous la peau de l’abdomen, 5, 10, 15, 20, 25, 30 cm? 
d’émulsion 4 1 p. 50 et six lapins ayant recu de méme dans les 
muscles de la cuisse 5, 10, 15, 20, 25, 830 cm* d’émulsion a 1 p. 25 n’ont 
présenté consécutivement aucun symptéme morbide. 
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L’HYDROLYSE DE L'UREE PAR LES MYCOBACTERIES 
par A. TACQUET, Cu. GERNEZ RIEUX et B. GAUDIER. 


(Institut Pasteur de Lille.) 


L’activité uréasique de certaines mycobactéries a été établie en 1913 
par Sdhngen [4], confirmée par Corper et Sweany [2], et contestée 
par Lobstein [3], par Wohlfeil et Weiland [4]. Elle a fait objet d’un 
travail récent de Singer et Cysner [5] qui considérent que l’hydrolyse 
de l’urée est un caractére distinctif de la famille des Mycobacteriaceae. 

La discordance des résultats obtenus par les divers auteurs nous 
a incités a reprendre cette étude. 

Notre travail envisage successivement les techniques de recherche de 
Vuréase, leur application a l'étude de différentes variétés de myco- 
bactéries et les résultats comparatifs obtenus avec des souches sensibles 
ou résistantes 4 VINH. 

Nous avons eu recours, pour mettre en évidence |’hydrolyse de l’urée, 
A quatre techniques différentes : 

1° Test d’ Elek [6]. — La solution d’urée est répartie en tubes 
AX hémolyse, sous le volume de 0,3 ml. La suspension de bacilles est 
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incubée A 37° pendant trois heures. Le réactif de Nessler décéle luréo- 
lyse en donnant une coloration jaune en présence d’ammoniaque. Cette 
technique interdit l’emploi des cultures obtenues sur milieu de Dubos 
liquide qui, a lui seul, entraine la réaction. Il faut donc utiliser 
uniquement le milieu de Lowenstein, en ayant soin de prélever en 
surface. 

2° Milieu de Ferguson [7]. — Avec le bleu de bromothymol comme 
indicatenr. La coloration bleue est le témoin de luréolyse. Ce milieu 
est ensemencé, comme précédemment, & partir d’une culture sur 
L6wenstein. 


3° Milieu de Stuart [8]. — Ensemencé comme ci-dessus. 
4° Milieu solide de Christensen [9]. — Ces deux derniers milieux 


sont particulierement commodes car ils permettent, a une tempéra- 
ture donnée, de suivre ]’évolution de la réaction chaque jour. 

Ces tests ont été effectués a différentes températures (18°, 30°, 37°. 
42°) et le délai d’observation, qui a été habituellement de trois a 
vinet-quatre heures, a été prolongé jusqu’a quinze jours pour 13 sou- 
ches. 

Ils ont été renouvelés & plusieurs reprises pour chacune des 
souches. Les résultats se sont montrés constants. Nous avons vérifié 


Tasteau I. — Résultats de la recherche de l’uréase 
sur milieu de Ferguson pour 22 souches de Mycobactéries. 


TEMPERATURES D'INCUBATION (4) 
SOUCHES 


| | 


1s° | 30° | 87> | 420 


EUS R Verte co ca eee St tee eae _— 
HeSTPRSA ees.) epee oe ee oe ee ue got ee 
Re RG MORASS) Ce ccaat) el ee Sao. = | 
Ravenel . Ae ORE Sane Sy ee ik 
Aviaire Sheard. sok. see ep ae ee eee ee) ee es 
AviatresB: 22815 2 seid ion GOR pee 
Net OU eg eee ECR eh, ae Bee eae yc — 
BAC G eno ebb beck, dow sc spa cau iewie dda Ee ecm led 
BCG (résistant 41000 U.S. streptomycine) .| — | 
Souche humaine G (résistante 4 1 000 U.S. 
streptomycine). cui hl ROH Ce oh es 
WAVED” Gf BR ec OAS Aleta: Fete eed comes : a 
Friedman . : sobhs <sn Peas Specie sac SP ere 3 — 
Bacille vA An RC. pat aes eoake et eer ar — 
Chromogéne (selles) . PEs hee cette os 
Chromogéne (selles).... 2.5... sie ape —_ 
Bovimeulisus 515; <a ieientsaid alee ae 5 _— 
Bovine usenet os a ae ae eee — — — 
Bovine 6 coe «5 20. he nna eee oe — — _ — 
Bovine whe ere ae Eco er ; Sh cid ace A _ = — — 
Montes . 6 ey). aici he _- _— ae 
BOI O42 re Waronlag etd, tee daar ly Mane cal mete eee ne — — —- ); — 


+ 
tae 


bl i+ +41 
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(1) Le temps @inenbation a été de 24 heures, aux différentes températures. 
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d’autre part, a l’aide de milieux témoins sans urée, que la _positivité 


des tests n’était pas due & une modification du pH du milieu ense- 
mencé. 


I. — ErupE DES soUCHES DE COLLECTION. — Les quatre méthodes de 
mise en évidence de l’uréase ont donné des résultats absolument 
concordants ; le test d’Elek, en trois heures et les trois autres en 
vingt-quatre heures. 

Le tableau I se rapporte aux résultats obtenus avec le milieu de Fer- 
guson. 

On observe que la température d’incubation influe sur les résultats 
du test : a 18°, la réaction ne se produit pas en vingt-quatre heures : 
a 30° et dans les mémes délais, elle est trés inconstante. Les tempéra- 
tures les plus favorables se situent entre 37° et 42°. 

Mais, a cette derniére température, une incubation de huit 4 quinze 
jours permet la mise en évidence tardive de l’uréase chez des souches 
qui, dans les conditions précédentes, donnaient des réactions négatives. 
ll a été naturellement vérifié par des milieux 4 l’urée non ensemencés, 
qu’il ne s’agissait pas, en l’occurrence, d’une hydrolyse spontanée de 
lVurée. Le tableau II résume ces constatations 


TascEau Il — Résultats de la recherche de l’uréase, 
aprés incubation prolongée a4 42°. 


TEMPS D'INCUBATION A 42° 
SOUCHES 

24 heures 8 jours 15 jours 

| 
RENIN bm eo bob 6 wo Ob neeeD © —_ — aE 
AVI DICOMSHCALC Me ae scene | _ — — 
ACU TOIO ME eee Se mcs or ne Sees terse — te ais 
Biniedinva Mis, specs pe mere so 1 AS pine Lovet, — + + 
Chromogenerselllestrm-a mn cles: alr _— + + 
BONIMCOIUIXCROU She eeewe! le eee) is] hs on ye — — ae 
Bovine luce 19 wep aes ee He ae — — mite 


Par ailleurs, des essais comparatifs nous ont montré que l’age de 
la culture sur Lowenstein n’influe pas sensiblement sur les résultats 
de ces réactions. 

L’analyse du tableau I permet de constater qu’avec les souches de 
bacilles tuberculeux d'origine humaine la réaction est positive en 
vingt-quatre heures. On remarquera que les deux variantes Rv et Ra 
de la souche H 37 donnent des résultats identiques. 

Aucune des 7 souches bovines ne donne de réaction positive en 
vingt-quatre heures, aussi bien a 37° qu’a 42°. Le BCG, par contre, se 
comporte différemment et donne une réaction positive intense. Le 
BCG résistant & 1000 US de streptomycine conserve son pouvoir 
uréasique. 

Les souches aviaires et murines ont donné une réaction négative 
dans le méme délai, ainsi que différentes souches de bacilles acido- 
alcoolo-résistants, chromogénes ou non. 
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Il. — Erupe pe soucnEs R&stsTANTEs A L’INH. — Fle porte sur 
37 souches résistantes 4 5 ug d’INH. 

Les réactions ont été effectuées comparativement en utilisant, pour 
les mémes souches, une culture de vingt jours sur Lowenstein addi- 
tionné de 5 pg d’INH, et une culture de la méme souche sans anti- 
biotique. 

Les tests ont été effectués, pour chaque souche, & 37° et a 42°, et 
observés pendant vingt-quatre heures. 

Le tableau III montre les résultats obtenus 


Tasieau III. 
Sn RE RPS a SY IE ST SI LES MDE EE 


BACILLES CULTIVES 


GUM BS) CLE NES sur Lowenstein avec INH 


sur Liéwenstein sans INH 


NOMBRE DE SOUCHES (5 pg) 
étudiées 
Uréase + Uréase — Uréase 4- Uréase — 
37 3 0 Pal 16 


On constate que, pour la réaction effectuée avec des souches prove- 
nant de milieux additionnés d’INH, 16 sur 37 ont perdu leur activité 
uréasique, antérieurement décelable en vingt-quatre heures, alors que 
cette activité se manifeste dans les tubes ensemencés avec des souches 
provenant de milieux de Lowenstein non additionnés d’antibiotique. 

Nous interprétons ces faits comme dus a la présence, dans les tubes 
de la premiére série, d’un mélange de bacilles sensibles et résistants 
a VINH, alors que, dans la derniére série, il s’agit seulement de bacilles 
résistants 4 au moins 5 ug d’INH. 


Discussion. — Les résultats, lus dans les vingt-quatre heures, concor- 
dent dans l’ensemble avec ceux mentionnés par Singer et Cysner. 
Cependant on remarquera que, dans ce délai, les souches bovines 
n’hydrolysent pas l’urée : la production d’uréase ne serait donc pas 
comme l’affirment ces auteurs, et en se conformant aux tests classi- 
ques, une caractéristique de la famille des Mycobactéries. 

L’apparition de la résistance 4 INH peut s’accompagner, pour cer- 
taines souches, d’une disparition de l’activité uréasique décelable en 
vingt-quatre heures. 

Il semble, cependant, que les techniques classiques de détermination 
de Vuréase ne permettent pas d’établir une distinction tranchée entre 
souches uréase + et uréase —. Le tableau II montre, en effet, que si 
l’on modifie les conditions d’observation en prolongeant l’expérience 
ou en l’effectuant 4 des températures plus élevées, on voit apparaitre 
des réactions positives qui ne s’étaient pas manifestées auparavant. 


RésuMps. 


Cette étude envisage les techniques de recherche de l’uréase chez 
les mycobactéries et les résultats obtenus avec les souches humaines, 
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bovines et aviaires et diverses variétés de bacilles acido-alcoolo-résistants. 

Elle comporte, en outre, des considérations sur les souches INH- 
résistantes ; certaines d’entre elles semblent perdre leur activité 
uréasique. 
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ETUDE D’'UN ANTIGENE HETEROPHILE 
COMMUN AUX GLOBULES ROUGES 
DE CERTAINS CHEVAUX ET A WE/SSERIA MENINGITIDIS 


par M™> L. PODLIACHOUK et A. EYQUEM. 


Unstitut Pasteur, Centre d’étude des groupes sanguins des animaux 
[Service de M. R. Dusarric pE LA RivieRE].) 


Parmi les antigénes hétérophiles, on en connait certains qui sont 
communs aux bactéries et aux globules rouges de certains animaux. 
Parmi les plus connus, citons l’antigeéne de Forssman, l’antigéne 
commun aux globules rouges humains et Shigella dysenterie (Kisler), 
l’antigéne commun au groupe sanguin A de l’homme et a S. para- 
typhi B, Vantigeéne commun aux groupes sanguins humains A et B et 
D,. pneumonie, lantigene commun au groupe sanguin A humain, 
D. pneumonie XIV, B. anthracis et la gonadotrophine choriale 
humaine (Eyquem et Bussard). 

On pouvait se demander si l’immunisation d’animaux 4 l'aide de 
suspensions ou de toxines bactériennes ne serait pas susceptible d’en- 
trainer l’apparition d’iso-hémolysines et d’iso-agglutinines. Les recher- 
ches de Kraus et Ludwig n’ont pas mis en évidence d’iso-hémolysines 
ou d’iso-agglutinines chez les chevaux immunisés avec la toxine téta- 
nique ou A l’aide de suspension de B. coli, V. cholere, P. pestis. 
Cependant, dans certains cas on a pu observer Vapparition d’iso-hémo- 
lysines dont la cause a été attribuée par Lenhert 4 la présence de 
produits d’origine équine dans le milieu de culture des bactéries 
injectées. 

L’étude de plus de 700 chevaux immunisés a 1’Institut Pasteur et de 
200 chevaux neufs nous a montré que la fréquence des iso-agglutinines 
était plus grande chez les chevaux immunisés (30 p. 100) que chez 
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les chevaux non immunisés (22 p. 100), le titre de ces iso-agglutinines 
n’est pas plus élevé que celui des iso-agglutinines rencontré chez les 
chevaux normaux. 

Au cours de ces examens systématiques, nous avons observé la 
présence d’une agglutinine (Cheval 781) titrant 1/8000 et active sur 
les globules rouges de 112 chevaux et de 14 mulets. Parmi les 112 
chevaux, 85 appartenaient au groupe sanguin A. En diluant ce sérum 
au 1/10 on constatait qu’il n’agglutinait plus que les globules rouges 
des chevaux possédant le facteur A. On pouvait donc esltimer qu’il 
existait dans ce sérum une agglutinine anti-A titrant 1/8 000 associée 
Ad une agglutinine active au 1/4 sur les globules rouges de tous les 
chevaux. Cette agglutinine n’était pas un auto-anticorps puisqu’il n’y 
avait pas d’auto-agglutination du sang du cheval ayant fourni ce 
sérum. 

Parmi tous les chevaux de groupe A examinés & l’aide de ce sérum, 
un seul (N° 90) n’avait pas ses globules rouges agglutinés par cet 
anticorps. Cependant, ce cheval possédait l’antigéne érythrocytaire A 
puisqu’il appartenait au groupe ACI. Cet antigéne érythrocytaire A 
possédait des caractéres comparables 4 ceux des autres antigénes A 
il était révélable A l’aide de 18 iso-agglutinines anti-A différentes d’ori- 
gine équine ou mulassiére. Ces iso-agglutinines avaient un titre aussi 
élevé vis-a-vis des globules rouges du cheval 90 que vis-a-vis des 
globules rouges des autres chevaux du groupe A. On pouvait done 
penser que cette iso-agglutinine n’était pas identique a l’agglutinine 
anti-A, mais qu’elle mettait en évidence un nouvel antigéne érythro- 
cytaire. 

Cette iso-agglutinine se comportait comme un anticorps normal 
elle résistait au chautfage 4 56° pendant trente minutes sans présenter 
de diminution notable de son activité. Cette agglutinine est active a 
3°, 20° et 37°. Elle n’est pas révélable 4 l’aide de la réaction indirecte 
de Coombs, ni a l’aide de globules rouges traités par un enzyme protéo- 
lytique. 

Le cheval 781 possédant cette iso-agglutinine avait été immunisé Aa 
Vaide de suspensions de méningocoque A depuis le 25 novembre 1947. 
L’examen de trois prélévements différents du sérum de ce cheval effec- 
tués respectivement en 1949, 1950 et 1951 a confirmé la présence de 
cette iso-agglutinine titrant 1/8000 et présentant un phénoméne de 
zone pour le premier prélévement dans les dilutions inférieures 4 1/32. 
Pour ces premiers prélévements, le chauffage & 56° pendant trente 
minutes entrainent une réduction du titre de l’agglutinine de 1/8 000 
a 1/16. 

On pouvait supposer que cette iso-agglutinine était liée A l’immu- 
nisation antibactérienne. C’est pourquoi nous avons examiné le sérum 
d’autres chevaux immunisés contre le méningocoque. Nous avons fait 
les observations suivantes : 

Le cheval n° 90 de groupe sanguin ACI immunisé vis-a-vis du ménin- 
gocoque A (depuis le 18 juin 1952) posséde une iso-agglutinine de 
méme spécificité que celle qui a été étudiée et titrant 1/8, thermola- 
bile 4 56° en trente minutes. 

Quatre chevaux immunisés vis-d-vis du méningocoque B ne posse- 
dent pas d’iso-agglutinines identiques (n° 91 de groupe sanguin 
AFHJ, 92 CEFHJ, 543 et 949). 
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Le cheval 701 immunisé vis-’-vis du méningocoque C (depuis le 
7 mars 1946) posséde une iso-agglutinine identique A celle individua- 
lisée, titrant 1/128 et n’agglutinant pas les globules rouges du 
cheval 90, mais le sang du cheval 701 présente une auto-agglutina- 
tion a 20°. Le titre de cette agglutinine est le méme que le titre de 
Viso-agglutinine 4 37°, elle est thermolabile 4 56° en trente minutes, 
et toutes ces agglutinines sont thermolabiles 4 45° pendant trente 
minutes. 

Dans le but de préciser la nature des antigeénes en cause et leur 
spécificité, nous avons pratiqué des absorptions a l’aide d’une part de 
globules rouges de chevaux et, d’autre part d’une suspension de 
méningocoques. Nous avons plus particuliérement étudié le sérum du 
cheval 781 (prélévement du 6 avril 1954) qui posséde une iso-agglu- 
tinine titrant 1/8000 vis-a-vis de globules rouges de cheval du 
eroupe A, et thermostables aprés deux heures A 56°. Alors que le 
sérum non absorbé agglutine a 1/4000 la suspension du méningo- 
coque A7, le méme sérum absorbé par la suspension de méningo- 
coque A n’agglutine plus les globules de cheval. Ce sérum, absorbé 
par les globules rouges de cheval du groupe A ne présente pas de 
diminution du titre de son agglutinine antiméningocoque. Le chauf- 
fage pendant deux heures 4 56° n’entraine pas de diminution du titre 
de ses agglutinines. 

Le sérum (prélévement du 8 juin 1951) du _ cheval 701 
(de groupe ACF H) immunisé vis-a-vis du méningocoque C posséde 
une iso-agglutinine de méme spécificité titrant 1/128 associée aA une 
agglutinine antiméningococcique titrant 1/2000. L’absorption de ce 
sérum 2a l’aide de globules rouges de cheval du groupe A entraine !a 
disparition de ]’iso-agglutinine équine, mais ne modifie pas le titre de 
Vagglutinine antiméningocoque. L’épreuve inverse ne permet pas l’ob- 
servation des résultats, car l’iso-agglutinine existant dans ce sérum 
est thermolabile 4 56° en trente minutes et l’absorption a l’aide de 
suspension de méningocoque se fait en deux heures a 56°. 

Il y a donc une relation évidente entre l’immunisation des chevaux 
4 lVaide de suspension de méningocoque et l’apparition d’iso-agglu- 
tinines. 

Il convenait de préciser les relations immunologiques entre le ménin- 
gocoque et les iso-agglutinines anti-A naturelles. Nous avons examiné 
le sérum du mulet 937 possédant une iso-agglutinine anti-A naturelle 
titrant 1/128. Ce sérum non absorbé agglutine les méningocoques A, 
B, C respectivement au 1/300, 1/700 et 1/250. Cette iso-agglutinine n’est 
pas absorbée a l’aide de suspension de méningocoques. L’absorption a 
l’aide de globules rouges de cheval de groupe A ne modifie pas le titre 
de l’agglutinine antibactérienne. 

A Vexamen du sérum de 18 chevaux, nous avons noté que 8 possédant 
une des agglutinines anti-A et anti-dne avaient en méme temps une 
agglutinine antiméningocoque, alors que parmi les 10 autres ne pos- 
sédant pas d’iso-agglutinines naturelles, il n’y en avait que 2 possédant 
une faible agglutinine antiméningocoque. A 

Etant donné que l’antigéne érythrocytaire F est trés souvent associé 
4A l’antigéne A, on pouvait se demander si l’antigéne hétérophile mis 
en évidence n’était pas identique A l’antigéne F. Le fait que des 
globules rouges porteurs de l’antigéne F sans antigéne A ne sont pas 


342 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


agglutinés par l’anticorps hétérophile permet d’affirmer que les deux 
antigénes sont distincts. 

Ce sont les chevaux 92, 107, 848 appartenant respectivement aux 
groupes CEF HI, CFHI, CF HIJ qui possédent l’antigeéne F sans 
Vantigéne A. 

On peut conclure que le phénoméne observé est imputable 4 une 
communauté antigénique entre le méningocoque A et les globules 
rouges de certains chevaux. L’antigéne érythrocytaire ainsi décelé est 
différent des antigénes A et F qui ont été individualisés a l’aide d’iso- 
agglutinines équines. 

En résumé, Vimmunisation de certains chevaux 4 l’aide de suspen- 
sion de méningocoques provoque l’apparition d’anticorps qui ont tous 
les caractéres d’iso-agglutinines équines et dont le titre peut atteindre 
1/8 000 sous forme complete. 

Ces iso-agglutinines ont la propriété d’étre thermolabiles au début de 
Vimmunisation. Cette iso-agglutinine a été mise en évidence chez 
2 chevaux immunisés vis-a-vis du méningocoque A et chez un cheval 
immunisé vis-a-vis du méningocoque C. 
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Nous remercions trés vivement nos collégues les docteurs vétérinaires 
Lamy et Corvazier d’avoir bien voulu nous fournir le sang d’un certain 
nombre des chevaux examinés, 


CARACTERES SEROLOGIQUES 
DU MUTANT FERMENTANT RAPIDEMENT LE LACTOSE 
DE SHIGELLA SONNEI 
RAPPORT ANTIGENIQUE ENTRE SH/GELLA SONNEI 
PHASE Il ET SH/GELLA BOYDII 6 


par M= §. SZTURM-RUBINSTEN, 


(Service de Microbie générale de l'Institut Pasteur et C.N.R.S.) 


Dans un travail antérieur [4] nous avons pu obtenir pour deux sou- 
ches de Shigella sonnei des mutants fermentant rapidement le lactose. 

Ils se révélent trés stables ; gardés deux ans sur gélose ordinaire en 
culot ils présentent les mémes caractéres biochimiques et  sérolo- 
giques qu’au moment de leur obtention. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 343 


Leurs caractéres biochimiques, A part lacidification du lactose en 
vingt-quatre heures et par conséquent du lait, sont ceux de la souche 
mére. La morphologie des colonies L+ sur gélose inclinée présente un 
aspect homogéne ; pas de dissociation marquée. 

Toutes les colonies sont moyennes, plutét rondes, avec un bord lége- 
rement découpé. 

Cette note résume l'étude sérologique d’un de ces mutants. 

Nous avons préparé deux sérums agglutinants ; l'un avec la souche 
Cbr. mére, l’autre avec son mutant fermentant rapidement le lactose 
Chr. L+. L’antigéne était formolé, les 4 injections au lapin étaient 
faites 4 intervalles de cing jours ; les doses injectées étaient de 1 cm. 
La concentration d’émulsion qui était au départ de 500 millions de 
germes par cm®, était doublée pour chaque injection suivante. Le lapin 
fut saigné le huititme jour aprés la derniére inoculation. En tenant 
compte du fait que Shigella sonnei posséede deux phases I et II, nous 
avons cherché a établir le rapport éventuel entre la mutation et la 
présence de deux phases. 

Le tableau I présente les agelutinations croisées entre les souches 
Cbr. mére, Cbr. mére en phase IJ, en phase II et Cbr. L+, Shigella 


TABLEAU I. 


Sa ERUNS_ABSOREES 


Cbr. mére | Cbr. mére Cor. L+ 
Chreymere Cor. L+ poset | ebeored, par [aboored par avsorte par labworsé par 
geo RE ia Cbr. L+ |Kasauli phII|Kasguli phiI| Cor. L+ 
B00 +4 
1/1600 ++] 1/100 + 1/1600 +] 1/800 ++ 
avec un 
1/3200 +4] 1/200 + phénoméne | 1/1600 + 
de zone 
1/6400 + 
1/3200 ++ 
tae 1/12600 ++ 
peénontne | 3/6400 + 
1/800 + 
1/800 ++ 
Cbr. phI | 1/100 + hénorene | 2/2600 + 
600 + phénoréne 
V1 de zone 
1/1600 + | 2/12600 +) 3/1600 ++ 
Cbr. phII . 
phénomene 
DY/B200 ee ee ore 1/3200 + 
1/800 ++ | 1/1600 ++ | 1/3200 ++ 
1/1600 + | 1/3200 +1|1/12800 + 
YARD SN syieete) 
1/3200. + 
fine fine 


(*) Le signe — signifie résultats négatifs. 


SOUCHES 


Cor. mére 


phi + phiI 


Cor. L+ 


1/50 * 


Brown Univ.) 


3 
5 
» 
be} 
> 
i 
H 


sonnei souche Kasauli du Dysentery Rerefence Laboratory Oxford en 
phase I et phase II, avec les sérums homologues et hétérologues. 

Le méme tableau résume les absorptions réciproques. 

Il résulte de ces observations que Cbr. L+ est sérologiquement en 
phase II. Les nombreux passages liés 4 la purification du mutant peu- 
vent amener la perte de la phase I. 

A propos de ce travail nous avons eu l’occasion de revoir les relations 
antigéniques entre Shigella sonnei phase II et Shigella boyditi 6. 

Les auteurs américains K. M. Wheeler et F. L. Mickle [2] ont trouvé 
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que Shigella sonnei phase II et Shigella boydii 6 ont une fraction 
antigénique commune BC, Shigella sonnei ayant en plus une frac- 
tion A caractéristique. W. Ewing [3] n’a pas retrouvé la fraction anti- 
génique A de Shigella sonnei phase II ; selon lui, l’antigéne spécifique de 
Shigella boydii 6 est identique 4 celui de Shigella sonnei phase II. 
Les agglutinations croisées et les absorptions réciproques entre 
Cbr. L+ qui est antigéniquement identique 4 Cbr. phase II, Shigella 
sonnei phase II, souche Kasauli, les Boyd 6 souche de la Brown Uni- 
versity, U.S.A. et Boyd 6 souche M 279 du Dysentery Reference Labora- 
tory, Oxford (voir tableau II) nous obligent 4 partager l’avis de 


VaBLeEAu II. 


SERUMS ASSORBES 
Boyd 6 Boyd 6 Boyd 6 Kasauli phil Cor. L+ Kasauli phil 
SOUCHES Boyd 6 (Brown Univ.)| (Brown Univ.) ](Brown Univ.)| absorbé par | absorbé par} absorbé pa 
Brown Univ.)|} absorbdé par | absorbé par absorbé par Boyd 6 Boyd 6 
Cor. 1+ Cor. phil Kasauli phil 


Cor. mére 
avec un 
phénoméne 


1/1600 


phénoméne 
1/3200 de zone 


1/1600 1/100 ++ 


1/3200 1/200 + phénoméne 


de zone 


Boyd 6 1/3200 1/800 ++ 1/1600 ++ 
( Brown Univ.} 1/6400 1/1600 + 1/3200 + 
Boyd 6 
1/1600 + 
M 279 


(*) Le signe — signifie résultats négatifs. 


Wheeler et Mickle. Nous devons ajouter que non seulement Shigella 
sonnei, phase H, posséde une fraction spécilique, mais également 
Boyd 6. En effet, il reste aprés absorption du sérum Boyd 6 par Shi- 
gella sonnei II, un anticorps qui agglutine Boyd 6. 

Ainsi, si la formule de la phase II de Shigella sonnei est A +), 
Boyd 6 aura comme formule A + c. 

En résumé : le mutant Cbr. L+ de Shigella sonnei Cbr. mare est 
antigéniquement en phase II. Les multiples passages nécessaires pour 
purifier le mutant peuvent amener la perte de la phase I. 

Shigella sonnei en phase II et Shigella boydii 6 ont une importante 


fraction antigénique commune, mais chacune posséde une fraction 
spécifique. 
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NOUVELLES RECHERCHES 
SUR L'ACTINOMYCOSE EXPERIMENTALE 


par C. MAZUREK. 


(Institut Pasteur [Service des Anaérobies.]) 


Dans un travail antérieur [4] nous avions montré que la reproduc- 
tion expérimentale de l’actinomycose était toujours difficile avec les 
cultures pures d’Actinobacterium anaérobies ou les associations de ces 
germes avec les pyogénes habituels, mais qu’elle devenait réalisable 
quand on préparait le terrain par une injection intrapéritonéale simul- 
tanée de mucine gastrique au cobaye. 

Postérieurement a notre travail, E. L. Hazen et ses collaborateurs [2] 
ont publié les résultats de leurs expériences : chez le hamster jeune, 
Vinjection de culture pure d’Actinomyces bovis permet d’obtenir une 
actinomycose expérimentale mortelle en quatre a six semaines. 

Nous avons tout d’abord tenté de transposer les résultats de ces 
auteurs aux Actinomycétes anaérobies, ensuite de trouver des corps 
plus maniables mais aussi efficaces que la mucine gastrique pour 
préparer le terrain. 


J. RECHERCHES SUR LE HAMSTER JEUNE. — Nous avons, dans ces expé- 
riences, utilisé la souche 976 d’Actinobacterium israeli, récemment 
isolée d’une actinomycose cervico-faciale chez homme a point de départ 
amygdalien. Un premier hamster jeune a recu le 12 février 1954 une 
injection unique d’une culture pure de ce germe en suspension dans 
2 cm® de la dilution de mucine gastrique 4 5 p. 100. L’animal meurt 
le 29 mars 1954. A l’autopsie on ne constate pas de foyer d’actinomy- 
cose. Le méme jour un autre hamster avait recu une injection unique 
du mélange de la méme souche avec Fusocillus girans 1009 A récem- 
ment isolée d’un cas de pseudo-actinomycose du chat (= fusocillose 
du chat [3]). L’animal meurt vingt-quatre heures aprés sans présenter 
les lésions classiques. Un troisitme hamster recgoit a partir du 12 février 
1954 une injection unique du mélange de la méme souche d’Actinobac- 
terium israeli avec la méme solution de mucine. I est sacrifié le 
8 avril 1954: il ne présente aucune lésion spécifique. Enfin, un qua- 
trieéme hamster recoit 4 injections du méme mélange a une semaine 
d’intervalle ; il est sacrifié le 8 avril 1954 : pas de Iésions spécifiques. 

Qn ne peut pas tirer de conclusion absolue de ces expériences, car 
la méme souche injectée a 4 cobayes, soit pure, soit additionnée de 
mucine, soit associée A Fusocillus girans a provoqué la mort de 3 de 
ces animaux sans repoduire pour autant les lésions spécifiques de 
l’actinomycose. L’essai de la souche 881 d’Actinobacterium meyeri, 
isolée en mars 1953 d’un cas d’actinomycose de la face sur 4 autres 
cobayes n’a pas donné plus de résultats. Nous en avons conclu : 1° que 
le hamster n’est pas plus sensible que le cobaye pour révéler le pouvoir 
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actinomycosique d’une souche faiblement active ; 2° que la recherche 
d’une substance préparante ne pouvait se faire qu’avec une souche pos- 
sédant un certain pouvoir actinomycogéne. 


Il. RECHERCHES SUR LE COBAYE PREPARE A L’ADRENALINE. — C’est avec 
la souche 1025 d’Actinobacterium israeli que nous avons trouvé ce 
matériel d’expérience. Cette souche a été isolée en février 1954 d’un 
phlegmon de l’amygdale rebelle 4 tout traitement. Injectée pure ct 
sans préparation A 2 cobayes, ceux-ci sont morts en douze a quinze 
jours sans présenter les lésions classiques. Le choix, comme substance 
préparante, de l’adrénaline nous a été suggéré par l’expérience de 
Brocard [4]. Cet auteur a révélé avec cette hormone le pouvoir patho- 
gene de souches de W. perfringens isolées d’infections humaines, qui, 
en culture pure, ne provoquaient pas de lésions. Nous avons utilisé une 
solution d’adrénaline au 1/10000. Nous avons mis en suspension 
dans 1 cm’ de cette solution les corps microbiens centrifugés prove- 
nant de 6 A 7 cm® de culture en bouillon VF + sérum. Avec la solution 
d’adrénaline pure, nous avons injecté 4 cobayes témoins a4 raison de 
1 cm? par voie musculaire. Ils sont morts dans les délais respectifs de 
quinze, dix-sept, dix-sept et vingt-cing jours sans présenter de lésions 
actinomycosiques. A 9 autres cobayes, nous avons injecté le mélange 
Actinobacterium. israeli + adrénaline : tous sont morts dans les délais 
respectifs de huit, dix, onze, onze, seize, dix-huit, dix-huit, 
dix-neuf, dix-neuf jours. Six d’entre eux présentaient des suppurations 
nécrotiques sans caractére spécifique. Par contre, 3 présentaient les 
lésions caractéristiques de l’actinomycose : pus épais 4 grains rizi- 
formes, constitué par des cellules altérées, des globules de pus et des 
microbes en voie d’autolyse. A l’analyse bactériologique de ce pus, on 
isole une culture pure d’Actinobacterium israeli. La méme expérience a 
été refaite avec la souche 881 d’Actinobacterium meyeri dont nous 
avons vu plus haut le faible pouvoir actinomycogéne, non réyvélé par la 
mucine gastrique : 5 cobayes ont ainsi été injectés ; tous sont morts 
en quatorze, quatorze, dix-sept, dix-sept et trente-huit jours. Tous 
présentaient des suppurations au lieu d’injection, mais non le pus & 
erains riziformes de l’actinomycose. 


iI. RecHERCcHES sUR LE since. — Dans une derniére série d’expériences 
nous avons cherché si l’adrénaline pouvait préparer le terrain chez le 
singe, qui, entre les mains de E. R. Brygoo [5], s'est montré réfractaire 
i Vactinomycose expérimentale. Nous avons utilisé des cynocéphales 
de 4 4 4,5 kg. L’un d’entre eux a servi de témoin, n’ayant recu que 
Pinjection d’adrénaline ; celle-ci n’a provoqué aucune lésion ni aucun 
trouble, Les deux autres ont recu 1 cm’ d’adrénaline et le culot micro- 
bien de 7 cm® de culture d’Actinobacterium israeli souche 1025. L’un 
d’eux n’a présenté ni trouble, ni Iésion, l’autre est mort en sept jours 
d’une congestion pulmonaire. A l’autopsie de la région injectée, nous 
n’avons constaté aucune lésion. 


CONCLUSIONS. 


1° Le hamster jeune n’est pas plus réceptif que le cobaye & l’acti- 
nomycose expérimentale par Actinobacterium israeli ; 


J 
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mk A condition d’utiliser une souche 4 haut pouvoir actinomycogéne, 
l’adrénaline est une substance commode pour préparer le terrain en 
vue d’obtenir les lésions spécifiques. Celles-ci se manifestent dans 
33 p. 100 des cas ; 

3° L’adrénaline est incapable de révéler le pouvoir actinomycogéne 
des souches faiblement pathogénes ; 

4° Le singe, méme préparé par l’adrénaline, reste réfractaire A la 
maladie. 
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ESCHERICHIA COLI DES TYPES O{11 ET 055 
DANS DES EAUX D’ALIMENTATION 


par P. MONNET, R. BUTTIAUX, J. PAPAVASSILIOU, P. NICOLLE, 
et S. et L. Lk MINOR. 


(Instituts Pasteur de Lyon, Lille et Paris.) 


On connait bien le mode de transmission des E. Coli asso- 
ciés aux gastro-entérites infantiles dans les hépitaux, créches, mater- 
nités [4, 2, 3]. On sait que ces séro-types produisent aussi des cas spo- 
radiques de la maladie, en dehors des collectivités [4] ; il était impos- 
sible, pourtant, jusqu’é présent, d’en déceler le plus souvent le méca- 
nisme de contamination. On a naturellement pensé, en dehors du réle 
des porteurs de germes, a celui du lait ; Orskov [5] a_ trouvé 
E. coli 026 dans la diarrhée blanche des veaux ; Fey [6] dit avoir 
isolé les types 0111, 055, 026, 086 chez des bovins. Malgré les études 
entreprises la possibilité de cette forme de contamination chez le nour- 
risson est loin d’étre démontrée. 

Depuis un an, mous avons recherché les £. coli G.E.L. 
dans les eaux d’alimentation. Nous avons employé, a cet effet, les 
techniques habituelles de colimétrie avec isolement final sur milieux 
solides ou celle utilisant les membranes filtrantes, antérieurement 
décrite par l’un d’entre nous [7]. Toutes les colonies isolées étaient 
soumises aux recherches sérologiques, puis aux études biochimi- 
ques nécessaires telles que nous les avons décrites [8] ; les lysotypes des 
souches ont enfin été déterminés selon les méthodes déja 
publiées [9, 10]. 

Nous avons examiné de cette facon 605 eaux d’origine variée (distri- 
butions, puits, sources, riviéres) de la région du centre et du sud-est de 
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la France ; nous avons trouvé ZZ. coli 111 : B4 dans l'une d’elles. De 
méme, parmi 54 eaux semblables provenant du Nord de notre pays, 
l'une contenait E. coli 55:B5. Nous résumons ci-dessous ces deux 
observations intéressantes. 

1° BE. coli 111: B4. — Il provient des eaux distribuées 4 la population 
d’une ville de la Loire. Elles sont soumises 4 une chloration défectueuse 
et présentent par intermittence des signes nets de contamination fécale : 
les bactériophages fécaux (E. coli et Sh. dysenteriae) y sont d’ailleurs 
constants. 

La souche isolée appartient au type biochimique III [8]. La réaction 
\ Vacide p-phényl propionique est négative. Elle posséde la structure 
antigénique 0111:B4 ; elle est immobile ; elle sature les agglutinines 
d’un sérum préparé avec la souche internationale de référence (Kauff- 
mann). I s’agit d’un lysotype Bretonneau [9, 40] dont les réactions 
vis-a-vis des bactériophages sont nettes. Avec une deuxiéme série de 
bactériophages, les réactions sont voisines de celles que l’on obtient 
pour un groupe de cultures du type Bretonneau, type biochimique III 
ou IV provenant de Paris, Lille, Le Havre, Francfort-sur-le-Main, Kiel, 
de Hongrie et du Canada. 

2° FE. coli 55:B5. — Il a été trouvé dans l’eau d’un puits peu profond 
alimentant un immeuble, situé dans une ville importante du Nord. 
Les signes de souillure par des matiéres fécales sont évidents ; cette 
derniére est presque constante, d’ailleurs, dans les puits intéressant les 
nappes trop superficielles de cette région. La souche est du type bio- 
chimique B3 [8]. Elle posséde la structure antigénique 055: Bd ; elle 
sature les agglutinines d’un sérum préparé avec la souche internatio- 
nale de référence (Kauffmann). Elle est du lysotype Weiler [9, 410] ; 
son comportement vis-a-vis de quelques bactériophages est cependant 
un peu anormal. Le germe, a la culture, fournissait de nombreuses 
colonies R et quelques formes S, seulement ; les derniéres, pauvres en 
antigéne B, l’ont récupéré aprés passages successifs sur gélose glucosée 
a 1 p. 1000. 


Nous pouvons déduire de ces deux observations les conclusions 
suivantes : 

1° Comme toutes les Enterobacteriaceae pathogénes, les E. coli asso- 
ciés aux gastro-entérites infantiles peuvent étre transmis par les eaux. 
TI] sera intéressant, dans l’avenir, de rechercher s’il existe une liaison 
nette entre la présence de ces types dans les eaux et l’incidence de cas 
sporadigues de la maladie dans la région alimentée par celles-ci. 

2° Ces premiéres constatations incitent A conseiller aux hydro-biolo- 
gistes de compléter la colimétrie par une étude de la structure anti- 
génique des Eschericheae isolés. 

3° Notre observation concernant la présence d’un £. coli 111: B4 dans 
une eau de distribution montre le danger, pour la population, des eaux 
contaminées subissant un traitement si mal surveillé qu’il ne fournit 
aucune sécurité. 

Nous rappellerons, enfin, que le diagnostic des types d’Escherichia 
des gastro-entérites infantiles nécessite une étude complete, biochi- 
mique et surtout sérologique. On trouve fréquemment dans les eaux, 
en effet, des Eschericheae possédant des fractions antigéniques com- 
munes avec les séro-types 026, plus rarement 055, exceptionnellement 
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0111, mais s’en différenciant trés nettement cependant. Un examen 
superficiel, dans ces cas, entraine toujours des erreurs. 
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ACTIVITE PHOSPHATASIQUE DES STAPHYLOCOQUES 


par L. CARRERE et J. ROUX. 


(Laboratoire de Microbiologie 
de la Faculté de Médecine de Montpellier.) 


Gordon et Cooper en 1932 ont, les premiers, étudié les phosphatases 
des staphylocoques. L’emploi du phosphate de _ phénol-phtaléine, 
recommandé en 1942 par Bray et King, a simplifié les techniques de 
recherche et permis d’envisager la mise en pratique courante d’une 
réaction facile. 

Utilisant le phosphate de phénol-phtaléine, Barber et ses collabora- 
teurs [4, 2] ont montré que l’activité phosphatasique des staphylo- 
coques est en rapport avec la présence d’une coagulase, donc avec le 
pouvoir pathogéne du germe. Ils concluent qu’un staphylocoque qui 
ne présente pas de phosphatase est présumé non pathogéne, qu’un 
staphylocoque a phosphatase positive doit étre étudié par d’autres tesls 
de pouvoir pathogéne. 

Nous rapportons ici les essais effectués pour préciser ces notions et 
étudier différentes techniques susceptibles de nous fournir un test de 
pouvoir pathogéne des staphylocoques. 


MérHovE DE MISE EN kvipeNcr. — Nous avons utilisé le sodium phénol- 
phtaléine phosphate (1). Sous l’action de Ja diastase phosphatasique la 
phénol-phtaléine est libérée et mise en évidence par alcalinisation du 


milieu. 


(1) Laboratoire P. Lews, Milwaukee, Wisconsin (U. S. A.). 
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Nous avons essayé concurremment une technique de recherche eu 
milieu liquide et une en milieu solide. 

Recherche en milieu liquide: le milieu de base utilisé est le 
bouillon de viande peptoné ordinaire, rigoureusement ajusté a pH 7,6. 
On prépare par ailleurs une solution en eau distillée de sodium phénol- 
phtaléine phosphate 4 1 p. 100, stérilisée par filtration sur bougie. 
La solution est mélangée stérilement au bouillon de facon a obtenir 
une concentration finale du produit de 1 p. 5000. Le milieu est réparti 
4 raison de 10 ml par tube et ensemencé. Aprés le temps voulu d’incu- 
bation 4 37° (de six heures A quatre-yingt-seize heures dans nos expé- 
riences), on ajoute I goutte de soude 4 N/10. Le milieu rosit ou rougit 
s'il y a eu libération de phénol-phtaléine. 

En milieu solide: on utilise le méme milieu de base, gélosé a 
15 p. 1000. La solution est mélangée 4 la gélose encore liquide, te 
milieu est réparti en boites de Petri. Aprés ensemencement et incu- 
bation A l’étuve pendant le temps voulu, la gélose est exposée aux 
vapeurs d’ammoniaque. Le milieu devient rouge autour des colonies 
4 phosphatase positive. 

Il faut toujours faire un témoin non ensemencé ; il peut arriver 
en effet qu’un virage du milieu se produise en l’absence de toute 
cullure microbienne. Diverses raisons conditionnent cette libération de 
phénol-phtaléine en J’absence de phosphatase bactérienne : acidité du 
milieu ou des bougies qui ont servi & filtrer le produit, altération rapide 
du produit (les divers échautillons que nous avons utilisés ne nous ont 
donné de bons résultats que dans les trois mois qui ont suivi leur 
réception). 


R&SULTATS. nous avons 
étudié J’activité phosphatasique de 42 souches de_ staphylocoques, 
32 pathogénes et 10 non pathogénes. Aucune de ces souches ne préte 
a discussion quant & son pouvoir pathogéne : les staphylocoques patho- 
génes ont tous été isolés de produits pathologiques, sont dorés, ont 
une coagulase et attaquent le mannitol sur milieu de Chapman. Inver- 
sement, les 10 souches non pathogénes sont blanches, coagulase néga- 
tive, ne faisant pas virer le milieu de Chapman. 

Chaque souche a été ensemencée sur 5 milieux liquides et sur 
5 milieux solides et a été examinée au bout de huit, vingt-quatre, 
quarante-huit, soixante-douze et quatre-vingt-seize heures. 

Le tableau I rend compte des résultats. 

En milieu liquide: & la huitiéme heure, 15 staphylocoques patho- 
genes sur 32 (45 p. 100) présentent une activité phosphatasique, que ne 
posséde aucun staphylocoque non pathogéne. Aprés vingt-quatre heures 
d’étuve, 28 pathogénes (85 p. 100) ont une phosphatase, mais 1 non 
pathogéne sur 10 en présente également. Il faut attendre la soixante- 
douziéme heure pour que la réaction soit positive pour tous les 
pathogénes. 

Dans ces conditions, une phosphatase positive A la huitiéme heure 
est une trés bonne indication comme test de pouvoir pathogéne, une 
phosphatase négative apres soixante-douze heures est en faveur d'un 
staphylocoque non pathogéne. 

En milieu solide les résultats sont comparables, mais l’apparition de 
Vactivité phosphatasique est, en général, plus tardive. 
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TABLEAu I. 

SSS 
MILIEU LIQUIDE MILIEU SOLIDE 

Phosphatase | Phosphatase || Phosphatase | Phosphatase 

positive négative positive négative 

Sersenpaclue a0. 15 47 44 24 
8 h. ( S non path... 0 40 0 40 
Atenas) Da (Ge oa a & 28 4 23 9 
* { S. non path 4 9 a: 9 
48 h S. path. 34 4 30 2 
* ? S. non path 5 5 2 8 
12h (oS), pathy 2 = 32 0 32 0 
* ¢ S. non path 5 3 3 7 
96 h. ) 5: Path — 32 0 32 0 
=) Senonepathe a) - 7 3 3 1 


Dans les essais suivants, seul le milieu liquide a été utilisé. 

Etude de quelques souches qd caractéres pathogénes dissociés. — 
Diverses souches de staphylocoques dont les caractéres pathogénes 
étaient peu nets, dissociés ou ne concordant pas avec la clinique, ont 
été étudiées. 


TasLeau II. 
PHOSPHATASE 
SOUCHE MALADE PRELEVEMENT | PIGMENT | CHAPMAN | COAGULASE 

| 8h. | 24 h. | 48 h. | 72 h 
1868... .| Typhoide Sang Blane + ab a= = = = 
i843... . .| Septicémie Sang Blanc 4 + + Je de ale 
33) Otite Pus Blanc |+ (48 h.) = — at Je at 
2026... . .| _Toxicose Gorge Doré — + — | + site ane 
1091. . . ., Furonculose Pus Doré + == as alte aie 
1070. . . .| Ostéomyélite Pus Doré _ + See tone eet inet 
BAIL coef Abcés Pus Doré — + + + ak ae 


Dans le premier cas (1868) la recherche des phosphatases est négative 
chez un germe qui est vraisemblablement un saprophyte de la peau, 
malgré la présence d’une coagulase et l’attaque de la mannite. Dans 
le deuxiéme cas, il s’agit d’un staphylocoque incontestablement patho- 
gene, bien que blanc. La souche 139 a été en réalité isolée maintes 
fois au cours d’une épidémie d’otites dans une pouponniére. Dans tous 
les cas ce méme staphylocoque blanc, 4 coagulase négative, attaquant 
tardivement la mannite, résistant aux antibiotiques a été isolé. Bien 
que n’apparaissant qu’A la vingt-quatriéme heure, Je test de la phos- 
phatase est positif. Les quatre derniers cas sont des staphylocoques 
pathogénes 4 Chapman négatif, coagulase et phosphatase positives. 

Ces résultats nous ont incités A rechercher la sensibilité spécifique, 
c’est-a-dire la meilleure technique 4 employer pour obtenir le plus 
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grand nombre de tests positifs avec les staphylocoques pathogenes, le 
moins possible de réactions positives avec les non pathogenes. 

Dans ce but, nous avons fait de nombreux essais, qu’il nous parait 
inutile de rapporter en détail, dont nous ne donnerons que les 
- conclusions : 

L’étude des temps intermédiaires entre huit et vingt-quatre heures 
a été faite: les résultats obtenus 4 la douziéme heure et a la dix- 
huitiéme heure ne sont pas encore satisfaisants. A la dix-huitiéme 
heure, un staphylocoque non pathogéne sur 10 présente déja une phos- 
phatase. A la douziéme heure, 30 p. 100 des staphylocoques pathogénes 
sont négatifs. 

Les modifications du pH du milieu, augmentation ou diminution, 
aboutissent la plupart du temps a faire virer les témoins par libération 
spontanée de phénol-phtaléine. 

Les modifications de concentration de phosphate de phénol-phtaléine 
ne donnent pas de meilleurs résultats : une concentration plus élevée 
(1/2 500) aboutit au virage des tubes témoins, une plus grande dilu- 
tion (1/10000) ne change pas les résultats, tandis qu’A partir de 
1/15 000 le nombre de réactions positives chez les pathogénes diminue 
nettement. 

Par contre, l'utilisation d’un ensemencement massif permet d’obtenir 
des résultats bien meilleurs en huit heures. 

Voici Ja technique utilisée : 

Réaction rapide en milieu liquide. Nous avons utilisé le milieu 
liquide, contenant le phosphate de phénol-phtaléine 4 1/5 000, réparti 
par dose de 2 ml dans des tubes & hémolyse. On ensemence trés abon- 
damment (8 4 4 anses) a partir d’une culture de vingt-quatre heures 
sur gélose. Aprés huit heures d’incubation A 37°, on ajoute dans le 
tube I goutte de soude N/10. L’apparition d’une coloration rouge 
foncée indique une réaction positive. Une coloration rose pale n’a de 
valeur qu’a la condition que le tube témoin, non ensemencé, reste trés 
clair. 

Dans ces conditions d’ensemencement, 48 staphylocoques pathogénes 
sur 50 ont présenté une réaction positive, et 47 staphylocoques non 
pathogénes sur 50 ont eu une réaction négative. Ce test, considéré 
comme test de pouvoir pathogéne des staphylocoques, est donc défail- 
lant dans 4 p. 100 des cas avec les staphylocoques pathogénes, et positif 
avec 6 p. 100 de non pathogénes. 

ConcLusions. — Les premiers résultats obtenus ont montré que l’acti- 
vité phosphatasique avait un rapport étroit avec les autres épreuves du 
pouvoir pathogéne des staphylocoques. Un staphylocoque pathogéne 
a toujours une phosphatase apparaissant entre la huitidtme et la 
soixante-douziéme heure. Lorsque la réaction est encore négative au 
bout de ce temps, le germe est certainement non pathogtne. Ces 
conclusions rejoignent celles de Barber et coll., qui attendent cependant 
sept jours avant de conclure. 

La technique que nous décrivons a l’avantage d’apporter des résultats 
plus nets dés la huitiéme heure, avec un pourcentage d’erreurs relati- 
vement faible : ainsi une réaction positive peut étre considérée comme 
un test de pouvoir pathogéne. 

Les diverses épreuves utilisées pour étudier les staphylocoques isolés 
de produits pathologiques présentent toutes un certain pourcentage 
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d’erreurs, aussi est-il indispensable de pratiquer concurremment plu- 
sieurs tests afin d’obtenir une certitude. Dans ce but, nous pensons 
pouvoir proposer l’épreuve modifiée de la recherche des phosphatases 
comme un test rapide et facile & ajouter pour étayer les autres. 


BIBLIOGRAPHIE 
[4] M. Barper, B. W. Brooxspank et S. W. A. Kupper. J. Path. Bact., 1951, 
63, 57-64. 
[2] M. Barper et S. W. A. Kupper. J. Path. Bact., 1951, 63, 65-68. 


(A suivre.) 


ERRATUM 


Numéro de juillet, p. 105. Titre de la note : «Un nouveau type 
sérologique de Salmonella... ». Aw lieu de : Instituts Pasteur de Paris 
et de Dakar, lire : Instituts Pasteur de Paris et de Brazzaville. 


LIVRES REGUS 


S. E. Luria. — General Virology. John Wiley and Sons, édit., New-York, 
1953, 427 pages. Prix : 5.355 fr. 

Cet ouvrage est le premier qui soit consacré 4 la pathologie générale des 
maladies 4 virus et a l’étude générale des virus. La personnalité de son 
auteur lui confére d’autre part un intérét certain. Il faut voir dans une 
telle ceuvre la reconnaissance de l'étude des virus en tant que science 
autonome aujourd’hui détachée de la bactériologie dont elle était autre- 
fois une branche mineure. 

L’auteur a suivi un plan assez logique dans l’exposé des questions 
qu’il a traitées. Aprés avoir défini son sujet, il envisage successivement 
la reconnaissance et l’identification des virus, les méthodes de titrage, 
d’estimation de la taille et de la morphologie et toutes les techniques 
qui s’y rapportent. Il envisage ensuite 4 partir du chapitre VII leffet 
du milieu sur les virus et l’interaction virus-héte, ce qui conduit a 
étudier 4 partir du chapitre XII la croissance, l’interférence et la varia- 
tion dans le domaine des virus. Il est ainsi amené a 1|’étude de la géné- 
tique des virus, de leur réle dans |’étiologie des tumeurs, pour conclure 
finalement au chapitre XVIII sur leur origine et leur nature. Un 19° 
chapitre qui traite des rickettsies forme une sorte de hors-d’ceuvre, du 
reste sommaire et incomplet, & propos des maladies rickettsiennes. 

Dans l’ensemble chacun des chapitres est clairement rédigé, abondam- 
ment illustré et accompagné d’un nombre respectable de références, Ce 
livre est d’un intérét indéniable et sera consulté avec fruit ; il trouve 
d’emblée sa place dans toute bibilothéque générale ou de spécialité. Il 
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n’en demeure pas moins que son contenu forme un tout assez disparate 
puisque l’on y trouve A la fois des questions de pure technique, comme 
celle du titrage des unités infectieuses, 4 cdté de questions qui forment 
réellement la virologie générale, sujet du livre, comme la génétique, 
linterférence ou l’interaction virus-héte. D’autre part, la grande expé- 
rience personnelle que l’auteur a des bactériophages l’a conduit 
\ prendre ces derniers pour exemple dans la plupart des chapitres. Il 
faut ajouter que tout ce qui traite des bactériophages et du systéme 
phage-bactérie est de premier ordre et se lit avec le plus grand intérét. 

D’autres chapitres par contre, sont A peu prés squelettiques, comme 
celui de la sérologie des virus animaux ou des aspects médicaux de la 
sérologie. 1I n’en demeure pas moins qu’un tel ouvrage marque une 
date dans l’histoire et l’enseignement des virus. On peut étre sur 
que le succés mérité qui l’attend permettra 4 l’auteur de compléter 
ou de corriger dans les éditions ultérieures les parties qui laissent 


4 


encore a désirer. Pais 


Hans Schmidt. — Fortschritte der Serologie, n° 12-13-14. Dietrich 
Steinkopff, édit., Darmstadt, 1953. 

La suite des fascicules de ce traité constitue un instrument de travail 
précieux pour l’immunologiste. L’abondance des travaux analysés et la 
clarté de leur présentation sera une aide certaine pour tous ceux qui ne 
peuvent consacrer Ja majeure partie de leur temps a des recherches 
bibliographiques. 

Le fascicule n° 12 comprend : les groupes sanguins des animaux briéve- 
ment présentés, les iso-immun-anticorps, les hétéro-agglutinines, les 
agglutinines actives a froid ou « cryo-agglutinines », les anticorps 
incomplets des anémies hémolytiques, les cryo-hémolysines, l’hémo- 
globinurie paroxystique a frigore, les hémagglutinines d’origine bacté- 
rienne, le phénoméne de Thomsen-Friedenreich, |’hémagglutination 
passive, les réactions sérologiques chez les rhumatisants et la pro- 
téine C, les auto-anticorps chez les rhumatisants. 

Le fascicule n° 13 concerne la réaction de Waaler-Rose, le lupus 
érythémateux et le phénoméne L. E., ’hémagglutination par les virus 
des groupes grippe-oreillons, vaccine-ectromélie, pneumonie murine- 
parapoliomyélite ; les hémagglutinines d'origine végétale ; l’hémagglu- 
tination 4 l’aide des venins de serpents, la conglutination, la sédimen- 
tation érythrocytaire, les leuco-agglutinines et thrombo-agglutinines. 

Le fascicule n° 14 est consacré A 1’étude des anticorps cytotoxiques. 
Sont passés en revue les travaux concernant les néphrotoxines, la toxi- 
cité des néphrotoxines, la glomérulo-néphrite par auto-anticorps, les 
encéphalomyélites allergiques, les auto-anticorps dans la maladie 
rhumatismale, les auto-agglutinines et auto-hémolysines, les leuco- 
agglutinines et thrombo-agglutinines, les antigénes des spermato- 
zoides, les anticorps et la transplantation d’organes, les sérums anti- 
réticulocytaires, la leucolyse, le pouvoir bactéricide et la phagocytose. 

A. E. 


Houben-Weyl. — Methoden der organischen Chemie. 4° édition com- 
plétement remise a jour. Volume II : Méthodes analytiques, 
1070 pages, 252 figures. Georg Thieme, édit., Stuttgart. Relié 
molesquine. Prix : 1389 D. M. 
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La réédition des Methoden der organischen Chemie se poursuit a 
un rythme satisfaisant. Le deuxiéme volume de la série, consacré aux 
méthodes analytiques de la Chimie Organique, vient de paraitre. 

L’ouvrage comprend deux parties, l’une consacrée A l’analyse orga- 
nique qualitative et quantitative, l’autre aux méthodes d’analyse des 
gaz, a la détermination des points de fusion et d’ébullition, a l’analyse 
thermique, 4 la chromatographie et a l’analyse des mélanges de 
solvants. 

Ce volume réunit en particulier toutes les réactions de caractérisation 
des différentes fonctions dispersées tout au long du Traité dans 1’édition 
précédente et c’est cette innovation qui en fera l’intérét pour la majo- 
rité de ses usagers. 

Un premier chapitre traite de la caractérisation des différents 
éléments de la molécule organique. Le chapitre consacré a 1’analyse 
organique quantitative expose en détail les techniques de la micro-, de 
la semimicro-, et de la macro-analyse. Les pages consacrées 4 la micro- 
analyse sont souvent, — par la force des choses et par suite de l’iden- 
tité des auteurs — la reproduction littérale du « Pregl-Roth » complété 
il est vrai par des publications récentes. La partie microanalytique, 
accessible 4 un nombre relativement restreint de spécialistes, tous en 
possession du Traité classique de Pregl, présente, 4 notre avis, moins 
dintérét que la partie semimicroanalytique éventuellement accessible 
a des laboratoires plus modestes et 4 des techniciens moins différenciés. 
Le chapitre concernant les réactions analytiques des différentes fonc- 
tions comprend leur mise en évidence et leur détermination quanti- 
tative. C’est la partie qui intéressera le plus vivement le chimiste orga- 
nicien. Elle est a la fois trés détaillée et trés compléte. 

Deux critiques de détail au sujet de cette premiére partie du volume : 
les méthodes potentiométriques pour la détermination des halogénes, 
infiniment plus rapides que la vieille méthode de Carius, méritent 
mieux qu’une simple mention et, en ce qui concerne la détermination 
des groupements méthoxyle dans les substances volatiles, l’appareil de 
Zimmermann, beaucoup plus simple que celui de Furter, gagnerait a 
étre décrit. 

La deuxiéme partie du volume nous a paru moins équilibrée que la 
premiére. 

Le chapitre consacré 4 l’analyse des gaz réunit des renseignements 
en général dispersés et nécessitant de nombreuses recherches biblio- 
graphiques. L’analyse thermique, technique trés peu utilisée en chimie 
organique, occupe autant de place que l’analyse chromatographique. 
La partie de l’ouvrage traitant de l’analyse des solvants, probléme situé 
& la limite de la chimie analytique et de l’analyse industrielle tech- 
nique, contient de nombreuses méthodes inédites, en général emprun- 
tées aux laboratoires de la B.A.S.F. ; elle est susceptible de rendre de 
nombreux services dans les laboratoires industriels. 

On peut regretter, dans ce volume extrémement fourni, l’absence 
d’un chapitre sur la distribution A contre-courant, dont l’emploi se 
répand de plus en plus dans 1’étude des mélanges complexes. 

En définitive ce Traité, malgré quelques imperfections de détail, est 
appelé a rendre de trés grands services aussi bien dans les Jaboratoires 
d’analyse organique que dans les laboratoires industriels. Quant aux 
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organiciens, ils seront surtout intéressés par le chapitre sur la carac- 
térisation des fonctions qui justifierait A lui seul la présence, dans leur 
bibliothéque, de ce volume dont la présentation fait honneur a ses 
éditeurs. Beek 


G. Moustardier. — Microbiologie médicale. 2 vol., 370 et 403 p., Maloine, 
édit., Paris, 1954. 

Cet ouvrage fait partie de la collection « Petits Précis », éditée dans 
le double but de présenter aux étudiants une introduction a chacune 
des disciplines de la médecine, et de faciliter la tache des médecins 
praticiens non spécialisés. Il comprend deux volumes. Le premier est 
consacré & la microbiologie générale et comprend 1’étude biologique 
et systématique des microbes, celle des antibiotiques, de l’immuno- 
logie et de l’allergie, ainsi que différentes techniques d’examen, de 
culture et d’expérimentation sur les animaux. Le second volume traite 
de l’étude des microbes pathogénes pour l’homme, y compris les 
rickettsies et les virus. 

leh, ar 


Bernard Maupin. — Recherches histochimiques et biochimiques sur 
les plaquettes sanguines de l’homme. Thése de la Faculté des 
Sciences de Paris. 1 vol., 71 pages. Imprimerie J. et R. Sennac, 
Paris, 1953. 

Apres avoir fait le point des connaissances acquises sur la question, 
auteur s’attache & quelques sujets controversés, en particulier |’histo- 
chimie, la chimie et le métabolisme des plaquettes. Il a mis au point, 
pour la séparation des plaquettes, une méthode qui lui a permis 
lanalyse d’échantillons playuettaires purs, et en particulier la recherche 
des acides nucléiques. Hl étudie la respiration des plaquettes dans 
Vappareil de Warburg et procéde & des examens aux microscopes élec- 
tronique et a contraste de phase ; ceux-ci ne lui ont jamais permis 
d’établir la présence de noyaux. Il conclut donc que les plaquettes ne 
sont pas des vraies cellules, mais qu’elles présentent les caractéres de 
la matitre vivante : mobilité, possibilités d’échanges avec le milieu 
ambiant, activités enzymatiques variées, respiration. 

Hale 


D. B. Gater. — Basic pathology and morbid histology. 1 vol., 330 p., 
259 fig. John Wright and Sons, édit., Londres, 1953. Prix 
42 shillings. 

L’ouvrage, destiné aux étudiants, est un précis rédigé en langage 
clair, simple et trés imagé, encore que certaines de ces images soient 
un peu appuyées. L’auteur insiste tout spécialement sur les notions 
d’ordre général et, de ce fait, est amené A traiter des notions de physio- 
logie qu’il appuie de schémas suggestifs et trés modernes. En ce qui 
concerne l’anatomie microscopique elle est, comme le désire l’auteur, 
élémentaire. Les reproductions de coupes sont bien choisies, mais en 
petit nombre. Ce livre sera donc trés utile aux étudiants, mais il faut 
signaler que la bibliographie, presque uniquement anglo-saxonne, 
limitera certainement son emploi en France. 


Ds 
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B. Ephrussi. — Nucleo-cytoplasmic relations in micro-organisms. Their 
bearing on cell hereditary differentiation. 1 vol., 127 p., 38 fig. 
Oxford University Press, édit., Londres, 1952. Prix : 18 shillings. 

L’ouvrage reproduit, en les complétant, trois conférences données 
par l’auteur a l'Université de Birmingham en mai 1952. Il y défend 
une thése qui lui est chére : celle des propriétés héréditaires du cyto- 
plasme. Il considére que certains phénoménes du développement et 
de la différenciation ne peuvent s’expliquer par la seule hérédité 
nucléaire et il se propose, avec ce livre, d’attirer l’attention des cher- 
cheurs sur quelques problémes qu’il estime d’importance capitale. La 
premiére de ces conférences est consacrée, aprés une Introduction géné- 
rale, aux éléments cytoplasmiques visibles doués de continuité géné- 
tique et a l’hérédité cytoplasmique chez les Levures. La seconde étudie 
la propriété « killer » chez les Paramécies et |’hérédité des types anti- 
géniques des Paramécies. La troisiéme traite du phénoméne du « bar- 
rage » chez Podospora anserina et de l’hérédité cytoplasmique chez 
dautres champignons. Enfin, dans un Addendum, l’auteur examine 
les raisons pour lesquelles |’hérédité cytoplasmique est si rarement 
observée ; il énumére quelques-unes des difficultés de sa mise en 
évidence et propose quelques explications possibles pour rendre compte 
des obstacles que l’on rencontre. Hey: 


Rapports présentés au XXIX° Congrés Frangais de Médecine, Paris, 
1953. 

L’hypertension artérielle neuro-hormonale. 1 vol., 312 p. Masson et C*, 
édit., Paris. Prix : 1 850 fr. 

Les hypersplénies. 1 vol., 160 p. Masson et Ci*, édit., Paris. Prix 
950 fr. 

La masse azotée de l’organisme humain et ses variations pathologiques. 
1 vol., 200 p. Masson et C’*, édit., Paris. Prix : 1 100 fr. 

Trois grandes questions ont été traitées 4 ce Congrés, chacune d’entre 
elles exposée en un volume séparé. Ce sont : 

L’hypertension artérielle neuro-hormonale, qui comprend les articles 
suivants : Les limites de l’hypertension non pathologique et de l’hyper- 
tension maladie, par G. Giraud et H. Latour ; Hérédité de l’hyperten- 
sion, par M. Mouquin ; Les éléments de diagnostic et de traitement de 
l’hypertension endocrinienne, par G. Bickel et J. Odier ; Mécanisme 
de l’hypertension rénale expérimentale chez le chien, par P. Govaerts 
et A. Verniory ; Quelques notions sur la morphologie de l’innervation 
vasculaire, par P. Masson ; L’exploration artériocapillaire chez l’hyper- 
tendu, par A. Lemaire, J. Loeper et E. Housset ; Les enseignements 
physiopathologiques de l’hypertension expérimentale obtenue par le 
procédé de la défreination, par H. Hermann ; Hypertension expérimen- 
tale chronique du rat, son intérét médical, par J, Enselme et J. Coltet ; 
Indications chirurgicales dans l’hypertension, par G.-E. Cartier ; 
Résultats éloignés des sympathectomies étendues par hypertension arté- 
rielle, par P. Soulié, F. Joly, C. Gouygou et K. Caramanian ; Hyper- 
tension, lésions vasculaires et athéro-sclérose, par A. Delaunay et 
H. Kaufmann ; Pléthore et hypertension, par P. Broustet et J. Marty ; 
Alimentation et hypertension, par P. Delore et E. Pommatau. 

Les hypersplénies, qui comprend :; Activité métabolique de la rate, 
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par H. Bénard et A. Gajdos ; L’hypersplénisme, par J. Mallarmé et 
J. Debray ; Exploration médico-physiologique de la rate, par G. Ledoux- 
Lebard et R. Bonniot de Ruisselet ; L’hypertension portosplénique et 
son traitement, par J.-L. Lortat-Jacob et R. Fauvert, L. René et 
L. Hartmann ; Les thésaurismoses lipoidiques de la rate, par A. L. Froe- 
lich et G. Tverdy ; Le chimisme intime de la rate et les déchets de 
Vhypersplénisme, par L.-C. Soula et J. de Brux ; La fonction martiale 
de la rate, par A. Vannoti ; Conceptions actuelles de la maladie de 
Banti, par F. Rictti. 

La masse azotée de l’organisme humain et ses variations patholo- 
giques, qui comprend : Données actuelles sur la répartition de 1’azote 
dans l’organisme A |’état normal et pathologique, par J. Trémoliéres 
et R. Derache ; Les méthodes modernes d’analyse des constituants 
azotés de l’organisme. Electrophorése et chromatographie, par F. Dei- 
barre ; La valeur pronostique et diagnostique du dosage des globulines 
du sérum, par Benhamou ; Etudes récentes sur le métabolisme des 
protéines avec l’emploi des isotopes, par S. B. Henriques et O. B. Hen- 
riques ; Les variations de la masse azotée chez l’enfant et ses variations 
dans les maladies, par G. Mouriquand ; Régulation endocrinienne de 
la masse azotée, par S. Mach et A. Muller ; Etude clinique de la dénu- 
trition azotée, par H. Gounelle ; Les stigmaies cytologiques et cyto- 
chimiques de la carence azotée, par J. Verne ; Les régimes alimentaires 
de réparation azotée, par J. Paris. 


Robert B. Fischer. — Applied Electron Microscopy. 231 pages. Indiana 
University Press, Bloomington, 1953. Prix : 4.85 dollars. 

Ce livre, patronné par l'Université d’Indiana, constitue un exposé 
succinct, complet et clair des théories et de la technique du micro- 
scope électronique. Les applications biologiques sont réduites au 
minimum et l’emploi du microscope électronique semble surtout 
orienté vers les recherches chimiques et physico-chimiques. C’est que 
la matiére du livre est tirée du cours que fait l’auteur A des éléves dont 
la formation est essentiellement chimique. 

L’ouvrage étudie successivement les généralités dans un premier 
chapitre, puis dans un second chapitre le probléme du pouvoir de réso- 
lution des instruments optiques, ce qui permet de faire ressortir les 
analogies et différences dans le cas du microscope électronique. Les 
chapitres suivants traitent de la profondeur de champ et du contraste, 
de la construction et du fonctionnement du microscope électronique, 
des méthodes de montage des spécimens a examiner, de l’ombrage par 
métallisation, puis de l’examen de matériel particulaire ou des états 
de surface, Les deux derniers chapitres consacrés l’un aux méthodes 
spéciales (coupes histologiques, fond noir, stéréoscopie, calcul des gros- 
sissements) et aux instruments dérivés du microscope électronique 
(microscopes A émission, Aa protons, A balayage, diffraction électro- 
nique, etc.), sont nécessairement trés schématiques, mais contiennent 
d’excellents éléments. 

Au total, un livre qui rendra de grands services aux débutants. 
Illustré de nombreux schémas clairs et précis et de photographies bien 
choisies. 
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F. M. Burnet. — Viruses and Man. 197 pages. Penguin Books, Mel- 
bourne, 1953. Prix : 2 shillings. 


Ce petit livre est 4 la fois plus et mieux qu’un livre de vulgarisation. 
C’est une excellente introduction & 1’é6tude générale des virus et un 
exposé ot s’affirme la personnalité de l’auteur. 

Aprés les chapitres de début traitant des virus en général, de leur 
nature physique et des rapports entre virus et cellules-hétes, l’auteur 
présente ce qu’il appelle l’histoire naturelle des maladies & virus, puis 
l’immunité dans les maladies a virus. 

Les chapitres suivants sont consacrés 4 des maladies a virus choisies 
en fonction de leur importance et des travaux de Burnet. Ainsi sont 
passés en revue l’herpés, la poliomyélite, la grippe, le coryza, la variole, 
la fiévre jaune et la dengue. C’est peut-étre dans le dernier chapitre 
sur l’évolution des virus que l’auteur se laisse aller aux théories bril- 
lantes qui illustrent le mieux ses idées personnelles. A juste titre il a 
accordé une large part au probléme de la persistance des virus, persis- 
tance des virus épidémiques dans 1]’intervalle des épidémies, persistance 
des germes contagieux en dehors des cas de maladies chroniques, 
probleme aujourd’hui fondamental pour quiconque étudie 1’épidémio- 
logie et l’écologie des virus. 

Toujours intéressant, souvent passionnant, ce livre donnera au lecteur 
une excellente idée de la nature des virus et de l’ampleur des problémes 
qu’elle souléve. 


L’auteur n’a pas cherché a donner des faits une opinion toujours 
impartiale ; il faut sans doute l’en féliciter car les vues qu’il expose 
sont toujours originales. 

12 Voy 


M. Bessis. — Traité de cytologie sanguine. 1 vol., 588 p., 405 fig., 
22 pl. hors texte. Masson, édit., Paris, 1954. 

Le premier livre de cytologie publié par M. Bessis il y a quelques 
années avait été trés vivement apprécié des hématologistes. Le Traité 
qui vient de paraitre donne une idée des progrés accomplis par la 
cytologie sanguine dont M. Bessis est l’un des principaux animateurs. 
Les nouvelles méthodes d’exploration microscopique en contraste de 
phase ou électronique, cytochimie, ultra-centrifugation, ont permis 
d’accroitre les informations sur les cellules sanguines et de donner une 
nouvelle impulsion 4 la cytologic. 

Les différents chapitres du traité se succédent sans jamais lasser 
Vintérét du lecteur : techniques de prélévement et de numération, 
examens de cellules vivantes, en particulier en contraste de phase, réle 
des dispositifs et du milieu, techniques cytochimiques, examens en 
microscopie électronique, ultra-centrifugation des cellules, séparation 
des constituants cellulaires, microcinématographie en contraste de 
phase dont M. Bessis est l’un des pionniers. 

La deuxiéme partie du traité est consacrée aux généralités sur la 
Physiologie et la Pathologie des cellules sanguines. Dans le chapitre 
Physiologie, sont rappelées les conceptions classiques de hématopoiése 
interprétées en fonction d’une analyse de la différenciation cellulaire 
et des lois de la maturation. 
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Le chapitre Pathologie, du plus haut intérét, représente un essai de 
pathologie générale de la cellule, avec la description des altérations 
cellulaires, l’analyse des modifications cytologiques aprés agression et 
l’étude des processus néoplasiques. La troisiéme partie est consacrée 
aux différentes lignées sanguines : érythrocytaire, granulocytaire, 
thrombocytaire, lymphocytaire, “histiocytaire, cellules souches. Pour 
chaque série cellulaire, sont confrontés les enseignements apportés par 
les colorations classiques, le contraste de phase, la microscopie élec- 
tronique et la cytochimie. 

Cet ouvrage, présenté avec une richesse remarquable d’illustrations 
de rare qualité, est indispensable aux hématologistes, aux cytologistes 
et aux chercheurs de laboratoire. A. E. 


Ernest C. Pollard. — The Physics of viruses. 230 pages. Academic Press 
Inc., New-York, 1953. Prix : 5,50 dollars. 


Ce livre, annoncé depuis un certain temps, était attendu avec un 
erand intérét ; il touche en effet au domaine qui nous a le plus aidé 
& comprendre la nature intime des virus et duquel de grands progrés 
sont a attendre. On y trouve une masse considérable de tables, de 
chiffres, de formules, de schémas généralement assez clairs et l’essen- 
tiel des travaux américains publiés a ce jour sur le sujet. 

L’ouvrage se compose de huit parties qui sont successivement : la 
nature des virus et leurs relations avec la physique ; la taille, la forme 
et Vhydratation des corpuscules de virus, les virus et les radiations 
ionisantes ; l’inactivation thermique des virus ; les états de surface des 
virus ; l’action de la lumiére ultra-violette ; l’effet des ultrasons et de 
Vosmose ; enfin la génétique et la multiplication des virus. 

Comme on le voit, le sujet est large et la matiére traitée abondante. 
Faut-il avouer la déception que laisse le livre & la lecture ? Disons encore 
que la bibliographie des travaux cités est strictement limitée aux 
auteurs américains (on chercherait vainement Ja mention des travaux 
de Hollweck & propos des radiations ionisantes ou de Latarjet & propos 
des rayons ultra-violets). Le seul Francais cité l’est de facon erronée 
et son nom est mal orthographié. 

Toute la partie biologique du probléme des virus est réduite a des 
nolions trés élémentaires. Si les données physiques et les méthodes qui 
s’y rapportent sont assez complétes,ou plus exactement assez cohé- 
rentes, on n’en saurait dire autant de la partie chimique ; quant aux 
relations de la physique et de la chimie avec la génétique des virus 
et leur multiplication, elles sont limitées & des notions schématiques 
et dispersées. L’ouvrage que nous attendions reste & écrire. 
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